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1. RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se evalud la toxicidad subaguda de la
corteza de Simarouba glauca y hojas de Neurolaena lobata, plantas muy utilizadas'debido
a sus propiedades medicinales, principalmente su accion antimalérica.

Para llevar a cabo el estudio de toxicidad se utilizaron ratas blancas albinas, a las
cuales se les administrd durante 20 dias infusiones acuosas al 10 % de cada una de las
plantas a estudiar, dividiendo las ratas en 10 machos y 10 hembras siendo un total de 20
ratas para cada planta evaluada. También se incluyo un grupo control ( 5 machos y 5
hembras) al que se le administré solamente agua, el cual fue evaluado de forma idéntica
que los animales de experimentacion. Posteriormente se procedid a efectuar las pruebas
para determinar la presencia de algun efecto toxico, las cuales consistieron en evaluacion
del incremento de peso ( con lo cual se determiné que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los animales de experimentaciéon de ambas plantas y el grupo control);
andlisis de sangre ( hematocrito y hemoglobina); analisis de orina ( proteinas, bilirrubina,
sangre, pH) y frotes sanguineos para evaluar la morfologia de los eritrocitos, todos estos
analisis fueron efectuados al inicio, a los 20 dias de la administracion acuosa de las
infusiones, asi como a los 40 y 60 dias después de iniciado el experimento. Al finalizar este
se realizo el examen post-mortem, mediante necropsia, con lo cual se determind que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los organos de las ratas
experimentales tratadas con ambas plantas evaluadas y el grupo control. Dichos 6rganos
fueron analizados en el Depto de Patologia de la Facultad de Veterinaria y el laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, no habiéndose encontrado ninguna anormalidad.

En base a los resultados de la prueba de toxicidad subaguda, asi como al analisis
estadistico, se puede deducir que la corteza de Simarouba glauca ( aceituno) y hojas de

Neurolaena lobata ( tres puntas ) no poseen accion toxica subaguda.

[ 3]




2. INTRODUCCION

Neurolaena lobata (tres puntas) y Simarouba glauca (aceituno), son dos plantas

comunmente usadas en Guatemala para el tratamiento de varias enfermedades, sobre todo

para la malaria, la cual representa uno de los mayores problemas-de:salud que afronta el -

pais, manteniéndose la incidencia malérica en niveles elevados durante los ultimos afios.
Asi se tiene, por ejemplo, que en el afio de 1992 hubo 57,560 casos registrados, teniendo la
mayor proporcion de los mismos en los departamentos de El Petén, Alta Verapaz, Quiché e
izabal (1). Esto hace que las personas de escasos recursos econdmicos se vean muy
afectadas debido al encarecimiento cada vez mayor de los productos farmacéuticos, lo cual
hace cada vez mas dificil su adquisicion, por lo que han recurrido al uso de la medicina
natural, que ha sido utilizada desde hace mucho tiempo, y actualmente mantiene su validez
y aumenta su popularidad.

Sin embargo, las plantas medicinales ademas de proporcionar un servicio a la
poblacion pueden resultar peligrosas, ya que algunas de ellas pueden ser téxicas Si se
utilizan sin un control adecuado de dosis y tiempo de tratamiento. Por esto es importante
realizar los respectivos estudios de toxicidad para establecer el uso seguro de las plantas
con que cuenta nuestro pais.

Se han formulado varios tipos de procedimientos para efectuar estudios de toxicidad
aguda, subaguda y crénica, la principal diferencia entre las pruebas es la dosis empleada y
el tiempo de exposicion a las sustancias quimicas.

En el presente trabajo de investigacion se evalud la toxicidad subaguda de
Simarouba glauca y Neurolaena lobata, para lo cual se utilizaron como animales de
experimentacion ratas recién destetadas, las que se reunieron en grupos de 20 (10 machos y
10 hembras), y se les administré infusiones acuosas al 10% de las plantas mencionadas.
También se incluyé un grupo control constituido por 10 ratas ( 5 machos y 5 hembras), a
las que se les administro solamente agua. Ambos grupos fueron tratados por un periodo de
20 dias y luego se tuvieron en observacion por 40 dias mas, realizando analisis de sangre y

- orina al inicio, cada 20 dias y al finalizar el experimento. Durante los 60 dias que duré el




analisis se evalué la conducta de los animales, no se presenté ninguna anormalidad ni
muerte prematura. Al finalizar el experimento se sometieron todos los animales a una
necropsia para observar las condiciones macroscopicas generales de los 6rganos, anotando
todos los resultados obtenidos durante el transcurso del' experimento, los cuales fueron
luego analizados estadisticamente por el método de “t de pendientes”, por medio del cual
se establecid que no hubo diferencia signiﬁcativé en el comportamiento de los animales de

experimentacion de ambas plantas al ser comparadas con el grupo control.




3. ANTECEDENTES

3.1 Neurolaena lobata

3.1.1 Nombres comunes:
Tres puntas, mano de lagarto, hierba amarga, rabo de faisan, retana, yerba del

cancer, salvia, cimarrona, tabaquillo, victoriana, romerillo ( 2,3 )

3.1.2 Descripcion: .
Neurolaena lobata es una hierba de aproximadamente 3 metros de alto, con tallo
robusto, anguloso, cubierto de- tricomas, a veces con pocas ramas. Las hojas son
alternas, lanceoladas u ovaladas, dentadas irregularmente, y algunas tienen dos
l6bulos a manera de pulgares, orientados hacia la base, estan recubiertas por
tricomas, y su tamafio puede variar, pudiendo alcanzar hasta 30 cms. Las flores son
amarillas, pequefias, sin rayos, en cabezas de 6-8 mm. de alto, con paniculos

terminales de 8 cm. 0 mas de ancho. Las semillas son negras, de 1.5 mm. de largo
(2,3).

3.1.3 Origen y distribucion:
Es originaria del drea comprendida desde Yucatan hasta la parte norte de Colombia

y Venezuela, asi como de la India, a altitudes que varian desde el nivel del mar

hasta 1450 mts. (3 ).

3.1.4 Usos populares y estudios farmacologicos efectuados:
En Panama, Costa Rica y Guatemala, la decoccion amarga de hojas y tallos es
tomada como remedio para la diabetes, fiebre, malaria y caso de dismenorrea,
gonorrea, célicbs, diarrea, dolor de estdmago, varicela y salpullido ( 2,3,4,5-10 ) ;
en las Antillas y Colombia es utilizada como diurética ( 9 ). Las hojas y tallos son
usadas contra la hipertension, en afecciones hepaticas, y como tonico ( 11 ). Los

extractos metandlicos de las hojas han mostrado accion hipoglicemiante (12 ); los -
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extractos acuosos han inducido inhibicidn del crecimiento de especies bacterianas
gram positivas ( 14 ), accion antiespasmodica ( 5,15),valor potencial como agente
antipalidico ya que indujo al séptimo dia post-infecciéon una supresion de la
parasitemia en ratones infectados con Plasmodium berghei ( 6; 16 );pésee un
marcado efecto estadisticamente significativo contra Trypanesoma cruzi
(enfermedad de chagas), ya que mostr6 una reduccién de la parasitemia en ratones

infectados con 1x10 tripomastigotes/ml (17).

3.1.5 Ensayos toxicolégicos realizados:
La administracion diaria, durante 7 dias, del extracto acuoso liofilizado de las hojas
de Neurolaena lobata a dosis de 3g/Kg en ratones no indujo efecto tdxico aparente
( 16 ). El extracto etanolico ( a dosis de 4,6,8 y 12 mg) y hexanico ( a dosis de
11.66, 14, 16.33, y 23.33 mg ) administrado por via oral a diferentes dosis a ratones
blancos no registr6 muertes prematuras y dichos animales presentaron un
comportamiento normal después de 8, 24 y 48 hrs hasta 8 dias después de iniciada

la prueba (15).

3.1.6 Constituyentes:

Estudios realizados mostraron lactonas sesquiterpénicas ( 18 ); se aislé de.las-hojas
y tallos tres germacrandlidos, uno de los cuales corresponde a la Neurolenina B, y
) ’ otros compuestos nuevos denominados Lobatina A y Lobatina B ( 12 ). Se han
’ aislado doce flavonoides, incluyendo el nuevo compuesto 6-hidroxi kaemferol 3-
metil éter 7 -sulfato ( 19 ), también se reporta que han sido aislados derivados del
timol ( 20 ). A travéz de un tamizaje fitoquimico efectuado de la planta, mediante
cromatografia en capa fina se caracterizaron como componentes predominantes
principios amargos y flavonoides, dichos cromatogramas muestran lo que podria

llamarse “la huella digital “ dela planta (21).




3.2 Simarouba glauca

3.2.1 Nombres comunes:
" Aceituno, negrito, jucumico, zapatero, chapas, cupul, frene, gusano, jocote de mico,

juan primero, mantecdn, olivo, palo blanco, arbol del paraiso, roblecillo ( 3 ).

3.2.2 Descripcion:
Simarouba glauca es un arbol pequefio o mediano, a veces de 15 metro. de alto.
Su tronco mide 30 cms. o mas de diametro; las hojas son alargadas, con foliolos de
10 a 20, coriaceas o a veces ovalado-oblongas, de 5-10 cms. de largo, redondeadas
en el apice, agudas y desiguales en la base, verdes en la parte superior y palidas en
el envés. Las flores son amarillo-verdosas, el caliz mide de 3-3.5 mm de ancho; los
pétalos oblongos u ovalados, de 3-6 mm. de largo. Los frutos son ovalados,
cambian de color verde a rojo, y finalmente a plrpura-negro. Miden de 1.5-2.5
cms. de largo, con jugo blanquecino, ligeramente astringente, pulpa insipida, y una

sola semilla de color café-naranja ( 2,3,6).

3.2.3 Usos populares y estudios farmacoldgicos efectuados:
En Haiti se utilizzi en afecciones cutaneas, prurito; en México y El Salvador, la
semilla se utiliza como anttamebiano ( 22 ). La pulpa del fruto es comestible,
ligeramente astringente e insipida ( 23 ); la corteza es amarga y su cocimiento se
usa contra las fiebres, dispepsias atonicas y como amebicida. Con los frutos se hace
en El Salvador un licor, el cual es utilizado contra problemas estomacales ( 3,24 ).
La infusion amarga de la corteza es utilizada en Centro América como remedio para
la malaria ( 2,3,7 ). Al igual que para el caso de la Neurolaena lobata, posee valor
potencial como agente antipaltdico. va que indujo al séptimo dia post-infeccion una
supresion del 60% ( a dosis de 750 mg/Kg) v 76% ( a dosis de 3 g/Kg) de la
parasistemia en ratones tratados con Plasmodium berghei ( 6,16 ). La maceracion
hidroalcoldlica de la hoja inhibe el crecimiento de Salmeonella typhy v Shigella

dysenteriae ( 22 ).




3.2.6 Constituyentes:
Se ha evidenciado en la planta la presencia de alcaloides y cuasinoides; la semilla
contiene lipidos, alcoholes triterpénicos, ésteres de esteroles y los ecuasinoides
glaucarrubol y la glaucarrubina ( 25-27). De las semillas se obtiene de 55-65 % de

grasa y 14 % de humedad; las almendras de las semillas contienen 69 % de aceite

6).

3.3 Generalidades sobre estudios de Toxicidad

3.3.1 Dosis, efecto y respuesta:

La expresion “dosis” se emplea para especificar la cantidad de una sustancia
quimica administrada, que generalmente se expresa por unidad de peso corporal.
Los términos “efecto” y “ respuesta ™ se suelen usar como sindnimos para denotar
un cambio bioldgico en una poblacidn, en relacion con una exposicion o dosis. Sin
embargo,se ha creido util diferenciar ambos términos, utilizando el término
“efecto” para denotar un cambio bioldgico, y “respuesta” para indicar la proporcion
de una poblacion que manifiesta un efecto definido ( 28,29 ).

El valor DLSO0 es la dosis que previsiblemente causara una respuesta en el 50 % de
una poblacion, en la que se ensaya el efecto letal de una sustancia quimica, la cual
no es equivalente a toxicidad, definida como cualquier efecto dafiino de un quimico
o droga sobre un organismo. Por lo comun se puede medir un efecto en una escala
graduada de intensidad o gravedad, relacionando su magnitud directamente con la
dosis. Ciertos efectos, sin embargo, no permiten gradacion, y se pueden expresar
solo diciendo que estan “presentes ™ o “ausentes” ; estos efectos se denominan
“cuanticos™ ( 28,29 ).

La accion toxica de las sustancias quimicas afecta comunmente a todo el
organismo, si bien el dafio primario puede estar localizado en un 6rgano u 6rganos
destinatarios especificos, en los cuales la lesion toxica se puede revelar en términos

de distfuncion o enfermedad manifiesta. Se consideran efectos agudos los que




ocurren o se desarrollan rapidamente después de una administracion unica y efectos

cronicos los que se desarrollan debido a exposiciones repetidas o prolongadas ( 28).

3.3.2 Pruebas de Toxicidad Aguda, Subaguda y Crénica:
El objeﬁvo primario de las pruebas toxicoldgicas es determinar los efectos de las
sustancias quimicas en sistemas biologicos, obtener datos respecto de las
caracteristicas de dosis-respuesta de la sustancia quimica, y suministrar informacion
sobre su grado de peligrosidad. Se han formulado varios tipos de procedimientos
aplicables a las pruebas de toxicidad, que incluyan estudios agudos, subagudos y
cronicos. La principal diferencia entre estas pruebas es la dosis empleada y el lapso
de exposicion al agente quimico. Todas las pruebas requieren que grupos de
animales sanos, alojados en condiciones apropiadas, sean expuestos a dosis
graduadas de la sustancia quimica de prueba. Para este fin se utilizan comunmente
ratas, ratones, cobayos, conejos v u otras especies. Por regla general, a el grupo
control se le administrara el vehiculo de dosificacion o un tratamiento simulado.
Luego del tratamiento, los animales son observados detenidamente a fin de
determinar signos de toxicidad. Los animales tratados y los control se someten
analisis de laboratorio que permitan medir los efectos bioldgicos. Se llevan
registros detallados de cada animal. Al finalizar la prueba, todos los animales se

someten a un examen patologico. Los datos se deben analizar mediante

procedimientos estadisticos apropiados ( 28 ).

3.3.3 Pruebas de toxicidad subaguda:
La prueba de toxicidad subaguda, en general, involucra la exposicion diaria o
frecuente al compuesto durante un lapso de hasta 90 dias aproximadamente.

Suministra informacion respecto de los principales efectos toxicos del compuesto

de prueba v los organos destinatarios atectados ( 28 ).



Disefio Experimental:

-Seleccion de las especies: Es tradicional elegir la rata y el perro para las pruebas de
toxicidad subaguda, debido a su disponibilidad y el gran caudal de informacion
basica al respecto. Cuando se utilizan ratas, la prueba se debe iniciar
inmediatamente después del destete, de modo que se puedan realizar observaciones
durante el periodo de mas rapido crecimiento ( 28 ).

-Seleccion de Dosis: La seleccién de dosis para estudios subagudos se puede
obtener de los resultados agudos y los estudios a altas dosis repetidas. Los estudios
cinéticos pueden facilitar la determinacion de niveles aceptables de dosis, por
cuanto su periodo de semieliminacion puede orientar sobre el grado de
broacumulacion. A fin de determinar la naturaleza de la reaccion toxica, la dosis
maxima debe producir efecto téxico definido, en tanto que la dosis minima no
debiera producir ninguna reaccion toxica detectable ( 28 ). Por lo general se utiliza
como maximo una concentracion de 10% de la sustancia en estudio, en la dieta
(29).

-Método de administracion: La via de administracion en los estudios subagudos
debiera ser aquella por la cual es probable que el hombre esté¢ expuesto. La
incorporacion de la sustancia quimica de prueba en la dieta o el agua potable es un
medio apropiado de administracion; sin embargo, se ha de poner cuidado en
asegurar la estabilidad de la sustancia quimica en el medio de dosificacion ( 28 ).
-Pruebas Bioquimicas de la funcion organica: Se deben realizar estudios de la
funcién orgénica antes de iniciar la prueba, tres y diez dias después del comienzo
del tratamiento y a intervalos a partir de entonces. La evaluacion del sistema
urinario debe comenzar con un analisis de orina, a fin de determinar la presencia de
sangre oculta, glucosa, protei.nas y bilirrubina; si los resultados son positivos se
deben aplicar los métodos cuantitativos especificos ( 28 ).

-Mediciones Fisiologicas: debe llevarse un registro semanal del consumo de
alimento v el peso corporal de todos los animales. Se debe calcular el aumento de

peso por unidad de alimento consumido para obtener la eficiencia de la utilizacion




del alimento. Si la sustancia quimica se incorpora al agua potable, se debe medir la
ingestion de agua semanalmente para establecer las relaciones dosis-respuesta (28 ).
-Informaciéon Hematoldgica: En estudios con roedores se realizaran examenes
hematolégicos de subgrupos de animales seleccionados aleatoriamente antes de la
iniciacion de la prueba, a intervalos de 30 dias y en todos los animales al terminar el
experimento. Los animales que no son roedores se deben examinar a intervalos
similares. Es obligatorio efectuar una evaluacion morfoldgica de los eritrocitos
(28).

-Examen post-morten: En todas las evaluaciones de toxicidad los animales deben
ser sometidos a una necropsia macroscopica a fondo, llevandose registros detallados
de cada uno. Las muestras de todos los organos y estructuras de apoyo se deben
conservar para el examen histopatologico.

-Testigos: Al evaluar la toxicidad subaguda se debe prestar especial informacion a
los animales testigos. La calidad de los datos obtenidos de los testigos tiene una
importante influencia en la interpretacion de los resultados de los animales tratados.
En el disefio experimental se deben incluir cantidades apropiadas de animales
testigos tomados estadisticamente al azar entre los de la misma edad y peso corporal
que los animales tratados. Se deben manipular de forma idéntica a los sujetos
experimentales y todas las mediciones realizadas en los animales tratados se deben

realizar en los testigos con el mismo grado de precision y frecuencia ( 28 ).
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4. JUSTIFICACIONES

Debido al problema que representa la malaria en Guatemala y el elevado costo de -
los medicamentos elaborados a nivel industrial, la poblacion sobre todo del area rural
utiliza comunmente remedios caseros a base de Neurolaena lobata y Simarouba glauca,
asi como también debido a que dichas plantas han mostrado eficacia para muchas otras
afecciones como lo es la diabetes, colicos, chagas, dispepsias, etc, ha hecho que se
incremente su uso popular (3,8,13,17,24). De acuerdo a estudios preliminares, Medinilla
encontro que ambas plantas poseen valor potencial como agentes antimalaricos, y que
ademas el tratamiento con extractos acuosos, a dosis de 3g de extracto liofilizado por Kg de
peso, durante 7 dias, no indujo efecto toxico aparente en ratones ( 14 ). Sin embargo,
considerando que muchas veces las personas continfian el tratamiento por periodos mas
prolongados de tiempo, es necesarios evaluar si en estas condiciones las plantas pueden
inducir algun efecto nocivo. Por otro lado, el presente estudio resulta ser especialmente

importante, ya que pretende iniciar los estudios sobre toxicidad subaguda de plantas

guatemaltecas.
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S. OBJETIVOS

4.1 Generales:
-Iniciar en Guatemala los estudios sobre toxicidad subaguda de plantas que

tradicionalmente son utilizadas en forma frecuente y por periodos prolongados.

4.2 Especificos:
-Evaluar la toxicidad subaguda de la corteza de Simarouba glauca (aceituno) y

Neurolaena lobata (tres puntas), plantas medicinales de uso popular en Guatemala.

-Determinar las anormalidades de tipo anatomico, funcional o conductual inducidas
por el uso frecuente y prolongado de las infusiones acuosas de las plantas a estudiar.

1

-Establecer si el uso frecuente y prolongado de las plantas a estudiar provoca algun

efecto toxico.




6. HIPOTESIS

La administracion oral de infusiones acuosas al 10 % de corteza de
Simarouba glauca (aceituno) y Neurolaena lobata (tres puntas), diariamente
durante 20 dias, es capaz de producir efectos toxicos acumulativos en ratas. Dicho

efecto se manifiesta a través de por lo menos una anormalidad anatémica, funcional

o conductual.




7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo:
-Hojas de Neurolaena lobata (recolectada en Coatepeque) y corteza de
Simarouba glauca (recolectada en el municipio de Amatitlan)

-Ratas albinas: 25 machos y 25 hembras

7.2 Medios:
7.2.1 Recursos Humanos:
Autora; Br. Carolina Anderson Cordero

Asesora: Licda. Beatriz Medinilla
7.2.2 Recursos Materiales:

-Material y equipo de laboratorio: cristaleria, estufas, horno, molino,
microscopio, capilares, espectrofotometro ( Spectronic 20 Milton
Roy Company)

-Ratas albinas: machos y hembras recién destetadas

-Cajas metabolicas.

-Tiras reactivas (“Rapinogs L™ proporcionadas por el Laboratorio

Quimica Hoechts) y reactivos para analisis de sangre y orina.

7.3 Procedimiento:
7.3.1 Recoleccion del material vegetal.
7.3.2 Secado y molienda de las plantas.

7.3.3 Preparacion de las infusiones acuosas al 10 %:
Se Pesaron 10 g del material vegetal y se afiadieron 100 ml de agua

hirviendo. Se dejo reposar durante 30 minutos, y luego se filtro.

—
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7.3.4 Disefio Experimental:
Para evaluar la toxicidad de las plantas en estudio y determinar qué
organos son afectados por éstas, se utilizaron grupos de 20 ratas de
ambos sexos, recién destetadas. Se incluyé también un grupo
control, formado por 5 ratas macho y 5 hembras. Los animales
utilizados fueron de la misma camada y especie, edad y peso. Antes
. de comenzar el experimento se evalud el estado de salud de los
animales (28). Durante el estudio las ratas fueron alojadas en jaulas
plasticas, y se les abastecié de alimento y bebida “ad libitum”. Las
ratas experimentales recibieron como bebida el extracto acuoso de la
planta al 10 %, mientras que a los controles se les proporciond
unicamente agua. La administracion se efectué diariamente durante
20 dias. Posteriormente se les proporcioné a todos los animales
comida y agua “ad libitum”, hasta 60 dias después de iniciado el

experimento.

7.3.5 Parametros individuales evaluados diariamente:
-Conducta
-Mortalidad
-Sintomas especificos: Anormalidades morfolégicas( apariencia de la
piel, cataratas o tumores). Anormalidades Funcionales (desordenes

intestinales y respiratorios, convulsiones).

- 7.3.6 Pruebas Bioquimicas de la funcion orgénica:
Durante el estudio de toxicidad subaguda (antes de iniciar la prueba y

cada 20 dias a partir del dia en que se inicio el experimento) se

obtuvieron muestras de orina y se examinaron a fin de determinar la
presencia de sangre (hemoglobina), glucosa y bilirrubina, haciendo

uso de tiras reactivas (“Rapinogs L~ del Laboratorio Quimica
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Hoechts). No se efectuaron analisis cuantitativos para los analisis
positivos debido a que estos se presentaron en cantidades pequefias
por lo cual no se cosideraron de importancia ya que incluso se

presentaron en €l grupo control. (ver anexo 1, tablas 5-8 )

7.3.7 Informacion hematologica:

Se realizaron examenes hematoldgicos de los animales a los 20, 40 y
60 dias después de haber iniciado el experimento, con el objeto de
evaluar:

-Hematocrito:

Fundamento: Consiste en comprobar la accion de las sustancias
sobre los eritrocitos, determinando la influencia de las mismas sobre
el volumen globular, por el método clasico de centrifugacion suave.
Método: Luego de extraer la sangre, se cargaron inmediatamente los
tubos de microhematocrito ( tubos capilares) ,se sellaron y se
centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Al

cabo de ese tiempo se obtuvo el porcentaje del volumen globular

utilizando una tabla especial. ( 30,31 ).

-Concentracion de Hemoglobina;

Fundamento: La hemoglobina  es transformada  en
cianometahemogiobina mediante la adicion de ferrocianuro de
potasio y cianuro de sodio. La densidad del color producido' es
directamente proporcional a la cantidad de hemoglobina.

Método: Se diluyeron 20 mm (0.02 ml) de sangre con 0.5 ml del
reactivo de ferrocianuro de potasio. Después de 10 min, se midio la
denSidad de la solucidn a 540nm, en el espectrofotdmetro, utilizando
un blanco con agua. El nivel de hemoglobina se obtuvo interpolando

en una curva de calibracion. ( 26 )

17




Reactivo de Ferrocianuro de Potasio: Se disolvieron 2.0 'g de
bicarbonato de sodio, 50 mg de cianuro de potasio-y 200 g de
ferrocianuro de potasio en agua destilada, luego se afor6 a un litro

" con agua destilada ( 30 ).

-Morfologia de los_eritrocitos: Se prepararon frotes sanguineos a

partir de la cola de los animales, se dejo secar el frote y se t1fi6 con el
reactivo de Wrigth. Luego de 15 min se lavo con agua y se observo
un espejo de plata, se esperé 15 minutos mas y se observaron los

eritrocitos al microscopio.

7.3.9 Examen post-mortem:
Los animales fueron sometidos a una autopsia macroscopica a fondo,
llevandose registros detallados de la condicion v peso de organos
(higado, rmifiones, pancreas), presencia de edema, tumores,
hemorragias, inflamacion, necrosis o alargamiento de rifiones e

higado ( 30,31).

7.3.10 Animales control:
Se presto especial atencidn a los animales control, ya que la calidad
de los datos obtenidos de los controles tiene una importante
influencia en la interpretacion de los resultados de los animales
tratados ( 30 ). Salvo por los tramientos con los extractos de las
plantas estudiadas. los animales control, se manipularon de forma

1déntica a los sujetos experimentales tratados. ( 30 ).
7.3.11 Analisis estadistico: .

Los resultados obtenidos durante el experimento fueron analizados

- por el método de 't de pendientes™ (32 ):
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-Hipétesis Nula (Ho) : la admim'straci(’)ﬁ oral de infusiones acuosas al
10 % de corteza de Simarouba glauca y hojas de Neurolaena lobata
durante 20 dias no produce ninguna anormalidad anatomica,
funcional o conductual en ratas.

-Hipotesis Alterna: el tratamiento oral antes indicado produce efecto
toxico acumulativo, que se manifiesta a través de por lo menos una
anormalidad anatomica, funcional o conductual.

Nuamero de animales a utilizar:

-Grupo experimental: tratamiento con corteza de Simarouba glauca
(n =10 machos y n= 10 hembras), y hojas de Neurolaena lobata( n =
10 machos y n= 10 hembras).

-Grupo control: n =35 machosy n=35 hembras




8. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los analisis de sangre( hematocrito y Hemoglobina) y de orina (glucosa, proteinas,
hemoglobina y bilirrubina) efectuados en las ratas antes de iniciar el estudio de toxicidad
subaguda, mostraron valores normales, por lo cual se decidid experimentar con dichos
animales. Estos se organizaron en grupos de 20 (10 machos y 10 hembras ), y se les
administr6 por via oral la infusion acuosa al 10 % de cada planta en estudio. Se utilizo esta
ruta de administracion ya que de acuerdo a las recomendaciones de la Organizacion
Panamericana de la Salud se debe utilizar aquella via por la cual el hombre esté expuesto,
(28). A los animales control se les administrd solamente agua y fueron manipulados de
forma idéntica que los animales de experimentacion. A lo largo del experimento los
animales fueron observados detenidamente a fin de determinar signos de toxicidad,
llevando registros de todos los analisis en cada animal. Cada 20 dias se realizaron los
~analisis de sangre y orina determinando el estado de salud de las ratas:

-Diariamente se evalué la conducta y sintomas especificos los cuales se mantuvieron‘
normales, durante todo el estudio. Los animales mantuvieron el apetito y aumentaron de
peso. el cual se evalud y compard con las ratas control por medio del metodo de regresion
lineal, a los 20, 40 y 60 dias y la prueba de "t de pendientes”(32),con la cual se obtuvieron

los siguientes resultados:

*Al comparar el incremento en peso corporal entre el grupo de ratas macho tratadas con
infusiones acuosas de S. glauca y el grupo control, se determind que no existe 'diferencia
estadisticamente significativa entre ambos (t,0.6982). El crecimiento de los grupos fue
constante. De i1gual forma, el grupo de ratas hembras al comparado con el grupo control no
difiere significativamente en cuanto al incremento de peso corporal (t.0.6925). Es asi como
puede atirmarse que tanto el grupo de machos como de hembras tuvieron un incremento

de peso constante en relacion al grupo control. ( ver anexo 1 tablas 1y 2)




*Tal como ocurriera con los animales tratados con S. glauca, las ratas macho y hembras
tratadas con la infusion acuosa la 10% de N. lobata no mostraron diferencia
estadisticamente  significativa en cuanto al incremento de peso, en relacion con los
controles (t para ratas machos =1.63; y t para hembras = 0.8363). No se registrd ninguna
muerte prematura para ninguno de los grupos de animales utilizados para cada planta en

estudio. (ver anexo 1 tablas 3 y 4)

-Los analisis de orina fueron efectuados por medio de las tiras reactivas, mostraron
resultados bastante similares. Se detectaron proteinas en la orina. Sin embargo, en algunos
casos hubo ascenso, descenso o atn desaparicion de las mismas. Esto puede explicarse
tomando en cuenta que la deteccion de proteinas puede deberse a la presencia de albiimina,
la cual tiene un peso molecular mas pequefio v pasa mas facilmente que las globulinas, por
lo que la proteinuria puede ser principalmente albuminuria. Esto no puede indicar que
exista algin problema o ateccion ( 33 ). También se detect6 bilirrubina en algunos casos,
pero no en cantidades altas. Ademas el color de la orina fue normal, ya que cuando la
bilirrubina se encuentra en cantidades altas el color de la orina puede tornarse oscura, o

hasta verde pardusca ( 33 ), por lo que no se tomd como una anormalidad (ver anexo 1

tablas 5,6, 7y 8)

-Los analisis de sangre también resultaron normales para los grupos de animales tratados
con las dos plantas en estudio, ya que tanto el hematocrito como la hemoglobina se
mantuvieron cercanos, y muchas veces atin mayor que los valores normales ( hematocrito
normal en ratas = 46%: hemoglobina normal = 16 g/dl).En el grupo de hembras se observo
que los valores de hematocrito y hemoglobina fueron mds bajos, en comparacion con de
los machos, en la bibliografia consultada ( 34 ) no se especifica si estos valores son
diferentes o pueden variar en machos y hembras, pero para las ratas hembras control se
observo que dichos valores fueron también menores que los obtenidos para los machos, y
ademas los resultados no se alejaron de los valores normales. Se elaboré una curva de

hemoglobina para corregir los resultados obtenidos de todos los animales. (ver anexo |

tablas 5,6, 7, 8 y anexo 4)




-Morfologia de los eritrocitos: durante todo el experimento se realizaron frotes sanguineos
de la cola de los animales. Estos se tifieron con colorante Wright y se observaron al
MICroscopio, con objetivo de inmersion, con lo cual se determind que se encontraban

normales, tanto para las ratas en experimentacion como para el grupo control. ( 34)

-En cuanto al andlisis post-mortem, se sometieron todos los animales a autopsia. Se peso
el higado, rifiones y pancreas ). Todos los resultados obtenidos se analizaron por el método
de “t de pendientes” (32) y se compararon con el peso de cada érgano del grupo control

obteniendo los siguientes resultados:

*No existe diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los higados de las ratas
macho tratadas con infusiones acuosas de S. glauca y las ratas control (t,0.3930). Tampoco
existe diferencia estadisticamente significativa en cuanto al peso de los rifiones y pancreas
al comparlos con el grupo control (t para rifiones =0.1253; t para pancreas = 0.0005) . El
grupo de ratas hembra al ser comparado con el grupo control, no mostré diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al peso de higado( t, 0.2950) , rifiones (t, 0.3655) ,

v pancreas (t, 0.0001) tal como ocurriera con el grupo de machos. (ver anexo 1 tablas 9 y
10)

*No se encontr¢ diferencia significativa respecto al peso de higados de las ratas macho
tratadas con infusiones acuosas de N. lobata vy los controles (t, 0.6963). Lo mismo ocurrié
para el caso del peso de rifiones (t, 0.0618) v pancreas( t,0.0145) al ser comparados con el
grupo control. De igual manera, el grupo de hembras tratadas mostraron resultados
similares que para el de machos, teniendo que no existe diferencia estadisticamente
significativa en el peso del higados (t, 0.0018), pancreas ( t, 0.5895) y rifiones ( t, 0.8668) al

ser comparados con el grupo control . (ver anexo 1 tablas 11y 12)

(3]
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-Al efectuar el analisis macroscdpico, se observo que algunos animales tenian inflamado el
cuello con aspecto purulento( presente en un 5 % del total de las ratas macho y hembra a
las cuales se les adminstrd las dos plantas en estudio ( n=40) y un 10 % del total de ratas
macho y hembra del grupo control ( n= 10) ), por lo cual se tomd una muestra que fue
analizada en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia |
demostrandose la presencia de Pseudomona aeruginosa. También se observo que el
higado de algunos animales tenian quistes (presentes en un 5% de las ratas de
experimentacion y en un 20% del total de las ratas macho y hembra del grupo control), por
lo que dichos organos fueron analizados en el Departamento de Patologia de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de San Carlos. Se encontro la presencia del parasito
Taenia taeniaeformis, causado posiblemente por la ingesta de alimento contaminado
(35), por lo que se descarto que dichas anormalidades (cuello inflamado y quistes en el

higado) fueran provocadas por toxicidad de las plantas, incluso se encontrd esta afeccion

en el grupo control.




9. CONCLUSIONES

- No existe diferencia estadisticamente significativa entre el incremento de peso corporal
de las ratas (machos y hembras) tratadas con infusiones acuosas al 10'% de corteza de

Simarouba glauca en relacion al grupo control.

-No existe diferencia estadisticamente significativa significativa entre el peso de 6rganos
de las ratas tratadas con infusiones acuosas al 10% de corteza de S. glauca en relacion al

grupo control.

- No existe diferencia estadisticamente significativa entre el incremento de peso corporal
de las ratas (machos y hembras ) tratadas con infusiones acuosas al 10 % de hojas de

Neurolaena lobata en relacién al grupo control. , }

-No existe diferencia estadisticamente significativa entre el peso de drganos de las ratas

tratadas con infusiones acuosas al 10% de hojas de N. lobata en relacidon al grupo control.

-Los analisis de orina v sangre efectuados a los animales tratados con infusiones acuosas al

10% de S. glauca y N. lobata mostraron que no existe presencia de’ anormalidades

funcionales.

- El examen post-mortem efectuado a los animales tratados con las infusiones al 10% de las
dos plantas en estudio, mostraron que éstas no inducen ninguna anormalidad en los organos

evaluados (higado, rifiones y pancreas).

- La administracion oral de infusiones acuosas al-10% de-corteza“de Simarouba glauca.
(acertuno) y Neurolaena lobata (tres puntas), diariamente durante' 20 dias, no produce
efecto toxico subagudo, ya que no se manifestd ninguna anormalidad anatomica, funcional

o conductual atin 40 dias después de finalizada la exposicion a los extractos.

o e —
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10. RECOMENDACIONES

-Continuar con los estudios de toxicidad subaguda de plantas medicinales popularmente
utilizadas en Guatemala, para determinar si pueden llegar a ser toxicas al ser empleadas por

periodos frecuentes y prolongados.

-Realizar estudios de toxicidad a mas largo plazo, ya que a pesar de que esto implicaria
mayor tiempo y dedicacion por parte del investigador,es sumamente importante establecer
s1 existe 0 no un margen de seguridad y riesgo para aquellas personas que hacen uso de las

plantas para su tratamiento por periodos muy prolongados.

-Analizar el alimento que actualmente se les administra a las ratas del bioterio, asi como
mejorar las condiciones higiénicas del mismo, para evitar que estas se€ contaminen con

pardsitos y asegurar que los proyectos de investigacion que se realizan en la Facultada de

Farmacia sean mas confiables.
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12. ANEXOS

ANEXO 1:

TABLA 1: Peso corporal (g) de las ratas macho tratados con infusion acuosa de corteza
de S. glauca al 10%, en relacion con los controles.

TABLA 2 : Peso corporal (g) de las ratas hembra tratadas con infusion acuosa de corteza
de S.glauca al 10%, en relacion con los controles.

TABLA 3 : Peso corporal (g) de las ratas macho tratadas con infusion acuosa de hojas de
N.lobata al 10%, en relacion con los controles.

TABLA 4 : Peso corporal (g) de las ratas hembra tratadas con infusion acuosa de hojas
de N.lobata al 10%, en relacion con los controles.

TABLA 5 : Resultados de los analisis de orina y sangre efectuados en las ratas macho
tratadas con infusion acuosa de S. glauca al 10 %,en relacién con los controles.
TABLA 6 : Resultados de los analisis de orina y sangre efectuados en las ratas hembra
tratadas con infusiones acuosas de S. glauca al 10 % en relacion con los controles.
TABLA 7 : Resultados de los analisis de orina y sangre efectuados en ratas macho
tratadas con infusiones acuosas de N. lobata al 10 %, en relacion con los controles.
TABLA 8 : Resultados de los analisis de orina y sangre efecstuados en las ratas hembra
tratadas con infusiones acuosas de N. lobata_al 10%, en relacidon con los controles.
TABLA 9 : Examen post-mortem S. glauca (machos).

TABLA 10: Examen Post-mortem: S. glauca ( hembras)

TABLA 11: Examen Post-mortem: N. lobata ( machos)

TABLA 12: Examen Post-mortem: N. lobata ( hembras)

TABLA 13 :Analisis Estadistico : S. glauca (machos)

TABLA 14: Analisis Estadistico: S. glauca (hembras)

TABLA 15: Analisis Estadistico: N. lobata ( machos)

TABLA 16: Analisis Estadistico: N. lobata (hembras)

TABLA 17: Analisis Estadistico : Control (machos)

TABLA 18: Analisis Estadistico: Control ( hembras)

FIGURA 1: Curva de Regresion ajustada del incremento de peso corporal: S. glauca
(machos).

FIGURA 2: Curva de Regresion ajustada del incremento de peso corporal: S. glauca
(hembras).

FIGURA 3: Curva de Regresion ajustada del incremento de peso corporal: N. lobata
(machos).

FIGURA 4: Curva de Regresion ajustada del incremento de peso corporal: N. lobata
(hembras).

FIGURA 5: Curva de Regresion lineal del incremento de peso: Contrc' (machos).
FIGURA 6: Curva de Regresion lineal del incremento de peso: Control (hembras).

ANEXO 2: Calculos estadisticos.

ANEXO 3: Curva de Hemoglobina




ANEXO 4:

1. Clasificacion botanica de Simarouba glauca.
2. Clasificacion botanica de Neurolaena lobata.

3. Dibujo de cada una de las plantas evaluadas




ANEXO 1

TABLA 1. Peso corporal (g) de las ratas macho tratadas con infusion

acuosa de corteza de Simarouba glauca al 10%, a los 0,20 40y 60
dias en relacion con los controles

Rata Macho Inicio 20 dias 40 dias 60 dias
No. peso (g) peso (g) peso (g) peso (g) |
1 102 127 168 214
2 110 137 162 201
3 101 126 157 199
4 108 136 160 208
5 100 130 155 205
6 107 132 176 213
7 102 123 161 201
9 105 129 156 219
10 107 132 151 215
Control
Macho No.
1 112 137 167 205
2 108 3 158 195
3 105 133 170 197
4 107 3 165 193
5 113 133 168 203




TABLA 2.Peso corporal(g) de las ratas hembras tratadas con infusion
acuosa de corteza de Simarouba glauca al 10% a los 0,20,40 y 60
dias, en relacion con los controles.

Rata 1nicio 20 dias 40 dias 60 dias

Hembra No.| peso (g) peso (g) peso (g) peso(g) |

1 105 135 177 207

2 107 132 149 198

3 110 142 154 211

4 113 144 177 201

5 102 132 162 197

6 104 135 170 204

7 109 131 169 200

8 110 137 173 212

9 102 130 159 194

10 105 130 167 202

Control

Hembra No.

1 112 137 167 207

2 105 136 155 195

3 110 132 164 198

4 114 2 177 209

5 110 138 167 201




TABLA 3. Peso corporal(g) de las ratas macho tratadas con infusiones
acuosa de hojas de Neurolaena lobata al 10%, a los 0,20,40 y 60
dias, en relacion con los controles.

Rata 1nicio 20 dias 40 dias 60 dias

| Macho No. peso (g) peso (g) peso (g) peso (g) |
1 100 127 163 204
2 112 138 179 209
3 104 132 164 202
4 110 140 176 210
5 100 125 154 192
6 107 144 175 211
7 105 134 162 193
8 109 139 171 208
9 110 143 170 207
10 112 147 170 211
“Control
Macho No.
1 112 137 167 205
2 108 131 158 195
3 105 133 170 197
4 107 136 161 193
5 113 133 168 203




TABLA 4. Peso corporal(g) de las ratas hembra tratadas con infusiones
acuosas de hojas de Neurolaena lobata al 10%, a los 0,20,40 y 60 dias,
en relacion con los controles.

Rata Hembra) 1nicio 20 dias 40 dias 60 dias
No. peso (g) peso (g) peso (g) peso (g)
1 110 140 182 210
2 102 130 159 195
3 110 145 183 217
4 108 137 175 205
5 101 133 170 202
6 113 135 155 192
7 110 139 169 209
8 - 112 147 172 204
9 107 140 164 194
10 109 142 174 207
Control
Hembra No.
1 112 137 167 207
2 105 136 155 195
3 110 132 164 198
4 114 142 177 209
5 110 138 167 201




TABLA 5.Resultados de los - Analisis de orina ¢ protenas. bilirtubina sangre, pih y sangre (hematocrito y hemoglobina). etectuados on las ratus macho iratadas
con mfustones actosas de Simarouba glauea al 10 %, los 0,20, 40 v 60 dias de imciado el experimento, en refacion con fos controles
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TABLA 6. Resultados de fos Analisis de o (protemas. Indurubina, sangre. plh v Sangree thematocrito y hemoglobinaeiectuados a las @ ratas hembra tratadas
con nfusion acuosa de Simarouba glauea ol 10% a los 0, 20, 40 v 60 dias de mciado ¢l experimenio, en relacion con los cantroles.
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TABLA 7 Resultados de los Anahisis de Orma (protemas, bilirrabimiaesangre. pl) v Sangre (hamatoerito y hemoglobma) clectuados u las de ratas macho tratadas
con nfuston actiosa de Newrobaena dlobata al 1026 a fox 6, 20,40 v 60 dias de imciado ol experimento, en relacion con los controles
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TABLA 8. Resubados de los Analisis de Ovina (proleinas bilnrubmacsangre, pHy Sangice (hematocrito y hanoglobina) clectuados e fas ratas hembra tratadas
con tusion aouosa de Newrolaena lobata al 1% a los 020,40 v 60 dias de miciado el experimento. en relacion con los controles,
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TABLA 9. Examen post-mortem: Peso (g) dde los drganos aislados de las ratas macho

tratadas con infusiones acuosas de corteza de Simarouba glauca al 10%,
en relacion con los controles.

Rata Macho higado pancreas rifiones
No.
1 8.2 1 22
2 89 1 2.1
3 8.4 1.1 2
4 7.6 1.1 2.1
5 9.8 1.1 27
6 11.2 1.7 24
7 9.1 1.6 2.6
8 6.6 1 2.1
9 6.9 1.2 2
10 6.7 1.2 2.1
Control

Macho No.
1 95 25 2.1
2 9.1 1.7 25
3 9.6 2.8 3
4 86 2.1 25
5 8 1.5 23




TABLA 10. Examen post-mortem: Peso corporal(g) de los organos aislados de las ratas
hembra tratadas con infusiones acuosas de corteza de Simarouba glauca al 10%,
en relacion con los controles

Rata Hembra higado pancreas rifiones
No.
1 12.5 1.4 2
2 133 2.1 22
3 9.9 1.5 1.9
4 11.4 1.5 2
5 11.4 2 1.9
6 59 1.3 1.5
7 7.9 2 19
8 6 1.3 1.7
9 6.5 1.5 1.6
10 7.6 1.8 1.8 .
Control T
hembra No.
' 1 11.6 2 2




TABLA 11. Examen post-mortem: Peso(g) de los 6rganos aislados de las ratas macho
tratadas con infusion acuosa de hojas de Neurolaena lobata al 10%,
en relacion con los controles.

Rata Macho Higado pancreas rifiones

No.
1 10.2 2 2.8
2 10.2 1.5 23
3 9 . 1.4 1.8
4 95 2 1.9
5 8 1.4 1.8
6 7 1.4 2.4
7 8.5 1.6 23
8 73 1.5 2.2
9 7.8 1.3 1.5
10 9.8 15 2

Control

Macho No.
1 9.5 25 2.1
2 9.1 1.7 2.
3 9.6 2.8 3
4 8.6 2.1 25
5 8 1.5 25




TABLA 12. Examen post-mortem: Peso (g) de los organos aislados de las ratas hembra
tratadas con infusion acuosa de hojas de Neurolaena lobata al 10%,
en relacion con los controles.

Rata hembra higado pancreas rifiones
No. |
1 8 1.7 2.1
2 8.9 1.3 - 2.1
3 8.8 1.8 2
4 93 23 2.1
5 8.8 1.8 1.7
6 9 1.4 2
7 9.1 2.1 2
8 9.8 1.6 1.9
9 9 2 2
10 7.1 1.4 1.8
Control
Hembra No.
1 11.6 2 2
2 8.8 23 1.8
3 10.4 1.4 1.6
4 11.4 1.7 2
5 11.2 1.8 2.5




TABLAS Y GRAFICAS DEL. ANALISIS ESTADISTICO.

TABLA 13.

* Simarouba glauca (nachos). Jivaluacion del meremento de peso corporal

Resumen

Estadisticas de la regresion

Cocliciente de correlacion malti
Coclictente de determinacion RY
R”2 ajustado

Lrror tipico

Obscrvaciones

0.979890752
0.960185885
0959138145
7951034358

40

ANALISIS DI VARIANZA

Crrados de libertad

Suma de cuadradosnedio de los cuadie

1 lor critico de 1

57936.08

916.4353791 3.2981E-28

Regresion | 57936.08
Residuos 3K 2402.32 03.21894737
lotal kK 003384

Coeficientes frror tipico Lstadistico t Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%  ferior 95.000 Superior 95.000%
Intereepeion 105.8% 2 103045938 47.36538467 2.10101E-35 953813913 103.8986087 935.3813913 103.8986087
Variable X | 15203 .056222303 30.27208371 3.2081415-28 1.5881838Y 1815816106 1.58818389 i.813816106

ver figura |

TABLA 14.

* Simarouba glauca ( hembras ) @ Evaluacion det incremento de peso corporal.

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeticiente de correlacion mildti
Coeliciente de detenminacion R7
R”2" ajustado

Lirror tipico

Observaciones

0.983934323
0.968126751
(.967287982
6631106917

40

ANALISIS DE VARIANZA

Cirados de libertad Suma de cuadradosnedio de los cuadre I lor critico de I
Regresion | 50752.98 5075298 1154.222369  4.797L-30
Residuos 38 1670.92 43.97157895
Totul 39 524239 .
Cacficientes Lirror tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% _ ferior 95.000 Superior 95.000%
{nmereepeion HO-.60 1.754425982 59.6548302Y 3.07359E-39  101.10833 108.2116498  101.10835 108.2116498
Variable X 1 ) 393 0.040889007 33.9738483 S 796991-300 1.49807817 1087921835 |1 49807817 1.687921835

ver tigura 2



TABLA 15.

* Neurolaena lobata ( mmachos): Evaluacion del incremento de peso corporal

Resumen

lstadisticas de la regresion
Cocliciente de corrclacion multiple 0.983958552
Coeticiente de detenminacion R™2 0968174433
R*2 ajustado 0967336918
Error tipico 6.757004163
Obscervaciones 40

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de 14
Regresion i 52780.005 52780.005  1156.0086 4.66235[E-30
Residuos 38 173497 43.65710520
Total 39 54514975

Cocficientes Krror tipico Lstadistico Probabilidad _Inferior 95%  Superior 95%  Inferior 95.000%  Superior 95.000%
Intereepeion 10549 1.787735202 5900761831 5.5371:-39 101.870919 109.109081 101.870919 109.109081
Variable X | 1.0245 0047779235 3400012004 4.662E-30 1.527775993 1.72122401 1.527775993 1.721224007
ver figura 3
TABLA 16.
* Neurolagna_lobata (hembras): Evaluacion del incremento de peso corporal.
Resumen
Ustadisticas de la regresion

Cocticiente de correlacion maltiple 0.983436743
Coeticiente de determinacion R*2 0967147827
R"2 ajustado 0.966283296
Error tipico 6.710204327
Observaciones 40
ANALISIS DIL VARIAN/A

Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados I Valor critico de F
Regresion 1 50371.38 S0371.38  1118.6967 8.526971:-30
Residuos 38 1711.02 45.02684211 '
Total : 39 52082 4

Cocficientes Lrror tipico Estadistico | Probubilidad _Inferior 95%  Superior 95%  Inferior 95.000%  Superior 95.000%

Intereepeion 107.59 1775353189 60.60202592  2.0311-39 103.9959852 111.184015 103.9959852 111.1840148
Variable X 1 ) 387 004744831 33444092373 8527E-30 1490943915 1.08305408 1490945915 1.683054085

ver ligura 4




TABLA 17

*Control (machos): Evatuacion del incremento de peso corporal

Resumicn

Fstadisticas de la regresion

Cocficiente de correlacion miltiple
Cocficiente de determinacton R*2
R*2 ajustado

Error tipico

0.99235022
0.98475890
0.98391224
440429084

Obscryaciones 20
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libert Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados 14 Valor critico de I
Regresion I 22560.04 22560.04 1163.02188 8.28716E-18
Residuos 18 34916 19.39777778
Total 19 22909.2

Coeficientes Lrror tipico Fstadistico t Probabilidad _Inferior 93%  Superior 95% ferior 93.000 perior 95.000

Intercepeioén 106.74 1.647934734 64.77198263 8.8077E-23 103.2778149 110.202185 103.277815 110.202185
Variable X | 1,502 0.044042908 3410310662 8.2872E-18 1409469211 1.59453079 1.40946921 1.59453079
ver fig S
TABLA 18.

*Control (hembras): Evaluacion del incremento de peso corporal.

Resumen

Fstadisticas de la regresion

Cocficiente de correlacion miiltiple
Coclicicnte de determinacion R”2
R”2 ajustado

Error tipico

0.98737123
0.97490194

0.9735076
5.75596309

Obscn aciones 20
ANALISIS DE VARIANZA

Cirados de libert Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados I Ialor critico de I
Regresion 1 23164.84 23164.84 699186934  7.41307E-16
Residuos 18 596.36 KEREIRTIRY! i
Total 19 23761.2

Coeficientes Lrror tipico stadistico 1 Probabilidad __Inferior 95%  Superior 95% ferior 95.000 perior 95.000 ’ |

Intcreepeion 108,14 2153684182 50.21163312 8.4107E-21 103.6152739 112.664726 103.615274 112.664726
Variable X | 1.522 0.037559631 26 44214314 7.4131E-16 1401071609 1.64292839 1.40107161 1.64292839
ver ig 6




SIMAROUBA GLAUCA (MACHOS)

Curva de regresion ajustada
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Fig. 1. curva de regresion ajustada del incremento de peso corporal de las ratas tratadas
con infusion acuosa al 10 % de S. glauca, a lo largo del experimento.




SIMAROUBA GLAUCA (HEMBRAS)

Curva de Regresion ajustada
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con infusion acuosa al 10 % de S. glauca, a lo largo del experimento.
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Fig. 3: Curva de regresion ajustada del incremento de peso corporal de las ratas tratadas
con infusion acuosa al 10 % de N. lobata, a lo largo del experimento.




NEUROLAENA LOBATA (HEMBRAS)

Curva de regresion ajustada
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Fig. 4. Curva de regresion ajustada del incremento de peso corpbr_al de las ratas tratadas
con infusion acuosa al 10 % de N.lobata, a lo largo del experimento.
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Fig. 5: Curva de regresion ajustada del incremento de peso corporal de las ratas control,

a lo largo del experimento.
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Curva de regresion ajustada
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Fig. 6: Curva de regresion ajustada del incremento de peso corporal de las ratas control,
a lo largo del experimento.




ANEXO 2.
Calculos Estadisticos:

*Prueba de ““t de pendientes™: (32) para la evaluacion del incremento de peso corporal
de las ratas tratadas con las infusiones acuosas, en relacion al grupo control:

alfa=0.05

gl=58

t (tedrica) =2

Si t (calculada) es mayor o igual a t(tedrica) entonces se rechaza la hipotesis nula, lo
cual indica que el tratamiento con las infusiones acuosas produce efecto toxico.

Ho = la administracidon oral de los extractos no produce ninguna anormalidad
anatomica, funcional o conductual en ratas.

Ha = la administracion oral de los extractos es capaz de producir efecto toxico
acumulativo que se manifiesta a través de por lo menos una anormalidad anatomica,
funcional o conductual.

a) Corteza de Simarouba glauca administrada a ratas macho:

t (corregido) = 0.6982
0.6982 <2.00

* No existe diferencia significativa entre el incremento de peso de los animales de
experimentacion y los control.

b) Corteza de Simarouba glauca administrada a ratas hembra:

t(corregido ) = 0.6925
0.6925 <2.00

* No existe diferencia significativa entre el incremento de peso de los animales de
experimentacion y el grupo control.

c) Hojas de Neurolaena lobata administrada a ratas macho:

t ( corregido) = 1.630

1.630 < 2.00

* No existe diferencia significativa entre el incremento de peso corporal de los
animales de experimentacion y el grupo control.




d) Hojas de Neurolaena lobata administrada a ratas hembra:

t ( corregido) = 0.8363

0.6383 <2.00

* No existe diferencia significativa entre el incremento de peso corporal de las ratas
de experimentacion y el grupo control.

*Prueba de “ t de pendientes™: (32) comparacion del peso de organos correspondiente al
examen post-mortem de las ratas de experimentacion y el grupo control.

alfa=0.05

gl=14

t (teorica) = 2.145 ‘ _

Si t (calculada) es mayor o igual a t (tedrica) entonces se rechaza la hipdtesis nula, lo
cual indica que el tratamiento con las infusiones acuosas produce efecto toxico.

a) Corteza de Simarouba glauca administrada a ratas macho:

- higado (planta) = higado (control), no existe diferencia estadisticamente significativa (
t,0.3930)

-pancreas (planta) = pancreas (control), no existe diferencia estadisticamente
significativa ( t, 0.0005) ‘

- rifion (planta) = rifion (control), no existe diferencia estadisticamente significativa ( t,
0.1253)

b) Corteza de Simarouba glauca administrada a ratas hembra:

- Higado (planta) = higado(control), no existe diferencia estadisticamente significativa (
t,0.2951)

- pancreas (planta)= pancreas(control), no existe diferencia estadisticamente
significativa ( t, 0.0001)

- r1iion (planta) 0 rifion (control), no existe diferencia estadisticamente significativa (t,
0.3655)

¢) Hojas de Neurolaena lobata administrada a ratas macho: -

- higado (planta) = higado (control), no existe diferencia estadisticamente significativa (
t, 0.6963). _ _

- pancreas (planta) = pancreas( control),no existe diferencia estadisticamente
significativa ( t, 0.0145) ‘

- rifion (planta) = rifion (control), no existe diferencia estadisticamente significativa,
(t,0.0618). :




d) Hojas de Neurolaena lobata administrada a ratas hembra:

- higado (planta) = higado( control), no existe diferencia estadisticamente significativa
(t,0.0018).

- pancreas(planta) = pancreas (control), no existe diferencia estadisticamente
significativa ( t,0.5895).

- rifién (planta) = rifion (control), no existe diferencia estadisticamente significativa ( t,
0.8666).



ANEXO 3.

Curva de Hemoglobina:

- Hematocrito : 25 determinaciones : X = 54

-Diluciones:
1:2 =1 ml de sangre / 1 ml de solucidn salina
1:4= 0.5 ml de sangre/ 1.5 ml de solucion salina
2/3 = 1 ml de sangre / 0.5 ml de solucion salina

- Hemoglobina directa (54/3 =18 g/ dl):

Solucion madre :5 ml del reactivo de Drabkin + 20 ul de sangre

A partir de la solucion anterior se hacen las diluciones: 1: 2, 1: 4, 2/3. Se realizaron
cinco determinaciones ( absorbancias) para cada dilucion y se tomaron unicamente las
medias las cuales se muestran a continuacion:

Dilucién Transmitancia (%)  Absorbancia concentracion
hemog.directa 6.00 1.2243 18g/dl
2:3 26.00 0.5850 12g/dl
1:2 31.33 0.5039 9g/dl

1: 4 62.00 0.2076 4. 5¢g/dl

- Regresion lineal:

a=-0.1726
b=10.0738
r=0.9786
y=a+bx

y=0.0738x-0.1726
* Donde x = a la concentracion de hemoglobina, y = a las absorbancias a dichas
concentraciones.

valores de x valores de y corregidos

18 1.1550
12 0.7130 -
9 0.4916

45 C0.1595



CURVA DE HEMOGLOBINA

Curva de Regresion ajustada

-&-Y
—#— Pronostico para Y

Y, absorbancias

5

X, concentracion de hemoglobina (g/dl)




ANEXO 4.

1. Clasificacion Bot4nica ( segin Cronquist) de Simarouba glauca

-NOMBRE COMUN: Aceituno, negrito, jucumico, zapatero (Petén)
-REINO: Plantae

-SUBREINO: Embriobionta

-DIVISION: Magnoliophyta

-CLASE: Magnoliopsida

-SUBCLASE: Rosidae

-ORDEN: Rosidae

-FAMILIA: Simaroubaceae

-GENERO: Simarouba

-ESPECIE: Simarouba glauca

2. Clasificacion Botanica (segin Cronquist) de Neurolaena lobata

-NOMBRE COMUN: tres puntas (Izabal) ., mano de lagarto (Petén).
-REINO: Plantae '

-SUBREINO: Embriobionta

-DIVISION: Magnoliophyta

-CLASE: Magnoliopsida

-SUBCLASE: Asteridae

-ORDEN: Asterales

-FAMILIA: Asteraceae

-GENERO: Neurolaena

-ESPECIE: Neurolaena lobata
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3. Dibujo de cada una de las plantas estudiadas:




Simarouba vlauca

(21)
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