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1. RESUMEN

Antecedentes: Malvaviscus arboreus es una especie empleada con efecto antimutageno,
antiinflamatorio y propiedades gastroprotectoras; (til en el manejo terapéutico de las tlceras
gastricas y cancer. Aun no existen datos sobre estudios toxicoldgicos aplicados a esta especie
medicinal, por lo que se planted la presente propuesta derivada sobre la seguridad de la
ingesta de la planta y en particular sobre el consumo de un extracto acuoso de las pates
aéreas, con la intencion futura de llegar a un fitomedicamento para el tratamiento de Ulceras
gastricas, y su potencial antiinflamatorio para tratar diversas patologias.

Objetivo: Evaluar el perfil toxicologico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus.
Material v metodos: Se prepard un extracto acuoso con las flores de Malvaviscus arboreus,
obtenidas mediante su cultivo en el CIBIS-IMSS. En el estudio toxicoldgico subcronico se
utilizaron ratones hembra de la cepa Balb-c siguiendo guias de la OCDE (1000 mg/kg de
peso corporal) durante un periodo de 28 dias, evaluando semanalmente el peso y
comportamiento utilizando los pardmetros de la prueba de Irwin. El control negativo recibio
la ingesta de agua potable via oral durante el mismo periodo de tiempo. Al final se colocaron
en jaulas metabolicas para recolectar orina y cuantificar creatinina y proteinas; suero para la
medicion de transaminasas, creatinina y proteinas; asi como curva de tolerancia a la glucosa
previo al sacrificio. Los rifiones e higado se analizaron histoldgicamente utilizando la tincion
de hematoxilina y eosina.

Resultados: La administracion subcrénica del extracto acuoso de Malvaviscus arboreus no
presento alteraciones en sistema nervioso central y periférico, tampoco en pruebas de funcion
hepatica (TGO/p=0.562 y TGP/p=0.273). Sin embargo, si se encontraron alteraciones
anatomopatoldgicas hepaticas (p=0.620) y renales (p=0.067), asi como alteraciones en las
pruebas de funcionamiento renal (creatinina en suero/p=0.042, proteinas en suero/p=0.010 y
TFG/p=0.383). De manera destacada se observo un efecto antihiperglucémico (p=0.011) .
Conclusiones: Se concluyé con el objetivo de este estudio al evaluar el efecto toxico del
extracto acuoso de Malvaviscus arboreus, encontrando alteraciones anatomopatolégicas a
nivel hepatico (balonizacién, binucleacion) y renal (congestion vascular) asi como
alteraciones funcionales en rifion.

Palabras clave: Toxicidad subcrénica, Malvaviscus arboreus, extracto herbario.



2. MARCO TEORICO

2.1. Medicina tradicional

En Meéxico se combinan la medicina alopatica y la herbolaria por encima de la division
territorial, cultural y social; entre gente originaria y mestiza, urbana o rural, a tal punto que
podemos decir que la medicina tradicional es de uso comun. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) calcula que 80 por ciento de la poblacion mundial depende, para la atencién
primaria de la salud, de las plantas medicinales.® 2

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y practicas que varian entre
paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina “alternativa” 0
“complementaria”. La medicina tradicional se ha utilizado desde hace miles de afios, y sus
practicantes han contribuido enormemente a la salud humana, en particular como proveedores
de atencién primaria de salud al nivel de la comunidad. La medicina tradicional ha mantenido
su popularidad en todo el mundoy a partir del decenio de 1990 se ha constatado un
resurgimiento de su utilizacion en muchos paises desarrollados y en desarrollo.?

La fitoterapia es el uso de las plantas medicinales, (enteras o sus partes, secas o frescas, solas
o asociadas) para la prevencion y/o tratamiento de problemas de salud.*

Las plantas pueden producir varios efectos medicinales en el organismo, son activas contra la
inflamacién mediante la modulacion de genes, receptores y enzimas involucradas en la
cascada inflamatoria. Se caracterizan porque contienen un gran nimero de moléculas, de las
cuales, algunas producen actividades bioldgicas. En todas las sociedades del planeta,
especialmente donde los medicamentos farmacéuticos son caros, las plantas y sus derivados
se usan comunmente para la atencion primaria de los pacientes. Es importante remarcar que
muchos de los medicamentos alopaticos de uso terapéutico actual, fueron desarrollados
mediante su descubrimiento de origen natural y posteriores modificaciones quimicas de las
moléculas mas activas. También pueden usarse en paralelo a medicamentos de sintesis,
dependiendo de los sistemas médicos locales.?

2.2. La especie vegetal Malvaviscus arboreus

Malvaviscus arboreus (conocida como falso hibisco, manzanita, farolito en México y en
Cuba como pasiflora), es originaria de México, Centroamérica y otras zonas tropicales de
Ameérica, se encuentra presente desde el nivel del mar hasta los 1865 metros, en clima calido,

semicalido y semitemplado, y crece asociado a la selva tropical subcaducifolia,



subperennifolia, perennifolia (Figura 1). Este arbusto lefioso que puede alcanzar 2 metros de
altura presenta ramaje abundante y tallo delgado con hojas méas anchas en la base, bordeadas
de dientes suaves; sus flores rojas muestran estambres muy sobresalientes, los cuales
sobrepasan la corola que no llega a abrirse permaneciendo estrechamente alrededor del
pistilo. Florece bien tanto en condiciones de pleno sol como en completa sombra, y que una

vez establecida su plantacion tolera la sequia.®

Figura 1. Malvaviscus arboreus

2.2.1. Clasificacion taxonomica
Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Malvaviscus

Especie: Malvaviscus arboreus ’

2.3. Etnobotanica

M. arboreus, es una especie empleada en la medicina tradicional mexicana para aliviar
trastornos gastrointestinales como disenteria, diarrea y dolor de estomago. El fruto es
comestible y la infusion de las hojas se usa para lavar el pelo, y como tratamiento de la
tosferina; su raiz se usa como antiséptico urinario, enfermedades del rifion y como diurético.
También para problemas de amigdalitis, diarrea, dolor de estdbmago, ulceras orales, contra

piquetes de chinche y para retencion placentaria. La flor o tallo y hojas macerados se aplican
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localmente contra el sarampidn. En Cuba resulta significativoel uso popular de las flores de

este arbusto decorativo como sedante.®

2.4. Fitoquimica

Se han descrito flavonoides, antocianinas, acidos fendlicos, esteroles, cumarinas y los acidos
grasos como los componentes principales; asi como la presencia de glucésidos,
triterpenoides, esteroides, furanos y piranos. También se han identificado otros compuestos
como lo son el acido B-resorcilico (p-acido hidroxisalicilico), acido cafeico (1), acido
protocatecuico (2), acido gélico (3), 4-hidroxi-acido fenilacético (4), kaempferol 3-O-f-
galactopirandsido también conocido como trifolina (5), y kaempferol 3-O-B-glucopirandsido
o astragalina (6).° (Figura 2)
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Figura 2. Compuestos presentes en Malvaviscus arboreus (acido cafeico (1), acido protocatecuico (2),
acido galico (3), 4-hidroxi-acido fenilacético (4), kaempferol 3-O-g-galactopirandsido también conocido
como trifolina (5), y kaempferol 3-O-B-glucopiranésido o astragalina (6).



Las hojas y flores de Malvaviscus arboreus presentan los siguientes compuestos volatiles,
con un evidente mayor aporte de compuestos oxigenados (89.54% en hojas y 89.35% en
flores). Los éteres fendlicos (41.64%) y cetonas (21.57%) son los principales grupos
quimicos emitidos por las flores, las cetonas (27.40%) y los acidos carboxilicos (18.16%)
estdn presentes en las hojas; anetol (32.32%), metilisobutenil cetona (19.18%) y
metilchavicol (9.32%) son los compuestos volatiles mas abundantes de las flores, mientras
que el acido acético (18,16%) fue el principal componente desprendido por las hojas, seguido
de la 2-ciclohexenona.(9.60%) y el anetol (7.39%). En las flores se ha identificado el
flavonoide pelargonidin y en la raiz el esterol beta-sitosterol, ademas de la presencia de
taninos.10 1t

Malvaviscus arboreus presenta diversos metabolitos de alto interés farmacoldgico,
fundamentalmente alcaloides y flavonoides los cuales pueden ser los responsables de la
accion que se le atribuye a la planta. Compuestos como el 2,3-dihidro-3,5- dihidroxi-6-metil-
4H-pyran-4-ona y el DL-prolina-5-oxometil éster, funcionan como posibles agentes
antimutagenos, antitumorales y anticancerigenos, haciendo de Malvaviscus arboreus una
especie promisora para la fabricacion de nuevos medicamentos para tratar el cancer, entre
otras enfermedades.*?

Un estudio realizado en el 2021 permitié demostrar que un extracto acuoso y su fraccion
organica (MaEA) de M. arboreus contiene flavonoides glicosilados como el soforésido de
kaempferol y el sambubidsido de kaempferol (Figura 3 y 4); los cuales son responsables de
sus propiedades gastroprotectoras. Estos resultados pueden ser utilizados en el futuro, para
el desarrollo de un tratamiento estandarizado Gtil en el manejo terapéutico de las ulceras

gastricas (Figuras 3y 4).13

Fig. 3  Sofordésido de kaempferol Fig. 4 Sambubio6sido de kaempferol




El kaempferol serd utilizado como compuesto de referencia, esto porque se tiene
caracterizado al kaempferol tanto quimica, farmacoldgica y toxicolégicamente; pero no hay
ningun estudio que nos hable de la toxicologia de Malvaviscus arboreus. Creemos que la
estandarizacion con base en kaempferol nos permitird administrar una dosis estandarizada y
uniforme bajo todo el esquema que persigue la determinacion de la toxicologia. El
kaempferol es un precursor del sofordsido y el sambubidsido, dos compuestos estudiados en
el Centro de Investigacién Biomédica del Sur; por lo cual el conocimiento de las propiedades

del kaempferol, nos puede ayudar a comprender los beneficios de Malvaviscus arboreus.

2.5. Kaempferol

Los flavonoides se encuentran en muchos alimentos vegetales y medicinas a base de hierbas
y se consideran como el componente mas activo, con actividad antiinflamatoria tanto en
condiciones in vitro como in vivo. Kaempferol es un flavonoide natural presente en diferentes
especies de plantas, descrito por sus propiedades antiinflamatorias. Su estructura de
difenilpropano, es responsable de su propiedad hidrofdébica (Figura 5). EI kaempferol se
sintetiza a través de la condensacion de 4-cumaroil-CoA con tres malonil-CoA bajola accion
catalitica de la chalcona sintasa que produce naringenina chalcona. A partir de esto, bajo los
efectos cataliticos de la chalcona isomerasa; naringenina-chalcona se transforma en la
flavonona llamada naringenina. En el siguiente paso, se agrega un grupo hidroxilo a la
naringenina (en la posicién C3) para producir dihidrokaempferol, bajo la actividad de la
flavonona 3-dioxigenasa. En el paso final, el kaempferol se produce mediante la
introduccién de un doble enlace en la posicién C2-C3 en el esqueleto del dihidrokaempferol
por la actividad de flavonol sintasa. En las plantas, diferentes azlcares como la rutina, la
ramnosa, la glucosa y la galactosa se unen al kaempferol para producir una forma

glicosidica de kaempferol.*
OH
HO (0]

CH

OH [¢]

Figura 5. Kaempferol



2.6. Toxicidad

Se ha informado que el kaempferol posee efectos mutagénicos y genotdxicos; es bien sabido
que los efectos genotoxicos del kaempferol se deben a su actividad prooxidante in vitro.
Kaempferol reduce los radicales libres mediante la donacidn de hidrogeno y se transforma
en un radical fenoxilo; el radical fenoxilo puede reaccionar con otros radicales libres para
mostrar actividad antioxidante y se convierte en una forma estable y/o puede interactuar con
el oxigeno para mostrar un efecto prooxidante y producir especies reactivas de oxigeno. Se
ha informado que los kaempferoles causan algunos efectos adversos adicionales; como
reduccion de la biodisponibilidad del hierro y reduccion de los niveles de acido félico en las

células.?

2.7. Propiedad antioxidante y antiinflamatoria

Se ha prestado mucha atencién a los flavonoides como nueva estrategia terapéutica debido a
su efecto antinflamatorio y antioxidante. Informes cientificos han mostrado que el
kaempferol tiene un papel beneficioso en diferentes enfermedades neurodegenerativas y en
cancer. Especificamente, los alimentos ricos en kaempferol se han relacionado con una
disminucion en el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer como los de piel, higado y
colon. El efecto anticanceroso estd mediado por diferentes modos de accion, que incluyen
antiproliferacién, induccion de apoptosis, detencion del ciclo celular, generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y actividades antimetastasis / antiangiogénesis. Ademas, se ha
descubierto que el kaempferol exhibe su actividad anticancerigena mediante la modulacién
de mdltiples dianas moleculares, incluidas p53 y STAT3, mediante la activacion de caspasas
y mediante la generacion de ROS. La combinacién de kaempferol y farmacos
quimioterapéuticos convencionales produce un mayor efecto terapéutico que estos ultimos,
ademas de reducir la toxicidad de estos ultimos. Se ha informado que el consumo de
kaempferol aumenta significativamente los efectos citotoxicos del cisplatino; por lo tanto, se
puede concluir que parece, que aumenta la biodisponibilidad de diferentes medicamentos
contra el cancer.'* 1°

Ademas, también presenta propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antitumorales, cardioprotectoras, neuroprotectoras y antidiabéticas. Estas acciones

antiinflamatorias beneficiosas del kaempferol se deben a su potente efecto en la inhibicion



de la funcién de las células inflamatorias, asi como en la inhibicion de la expresion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias. EI tratamiento con kaempferol atenta el dolor
neuropético diabético mediado por la reduccion de los niveles de 6xido nitrico, IL-1y TNF-
alfa, inducido por la inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina en ratones suizos. También
ha demostrado proteccion contra la pérdida 6sea posmenopausica en la linea celular de
osteoblastos de la calota de ratbn MC3T3-EL1. La ingesta dietética de flavonoides, incluido
el kaempferol, en un estudio realizado en adultos estadounidenses, ha revelado que existe
una correlacion inversa entre el nivel de consumo de flavonoides y el nivel de proteina C
reactiva (PCR) en suero, lo que indica su papel en la reduccion del riesgo de inflamacion. 6
Numerosos informes han demostrado que el kaempferol y los glicésidos del kaempferol
tienen actividad antiinflamatoria no solo in vitro sino también in vivo, esta actividad puede
estar mediada por varios mecanismos de accion, como la activacion del factor nuclear
kappa B (NF-B) el cual aumenta la expresion de citocinas, quimiocinas y enzimas
proinflamatorias (TNF-, IL-1, IL-6, IL8, COX-2, iNOS); varios trabajos han demostrado que
el kaempferol inhibe NF-B, TNF y la expresion de IL-1 e IL-8.%°

2.8. Actividad antimicrobiana

Los glucdsidos del kaempferol o las plantas que contienen kaempferol tienen actividades
antibacterianas, antivirales, antifungicas y antiprotozoarias. También pueden actuar de forma
sinérgica con antibidticos (rifampicina, vancomicina, meticilina, eritromicina vy
clindamicina), contra bacterias resistentes a los antibioticos, lo que sugiere que el kaempferol
podria utilizarse en combinacion con estos farmacos en casos de resistencia. También se ha
descrito como un agente antiprotozoario. y ha mostrado actividad contra Leismania spp,
Entamoeba histolytica, E. Coli y Giardia lamblia, las cuales son causantes de diarrea.
Algunos estudios han encontrado que el kaempferol interfiere con las enzimas que son vitales

para el crecimiento o la virulencia de ciertos hongos.'” 18

2.9. Otros efectos biologicos
El consumo de alimentos que contienen kaempferol se asocié con una reduccién de la
mortalidad por enfermedad coronaria, con una menor incidencia de infarto de miocardio y

menor incidencia de enfermedad cerebrovascular. También se ha demostrado que el



kaempferol inhibe la enzima convertidora de angiotensina induciendo efectos
vasodilatadores y produce efectos antiplaquetarios y antitrombéticos, disminuir los niveles
de triglicéridos, colesterol y/o reducir el peso corporal, asi como también tener un efecto
hipoglucemiante en ratas diabéticas. Kaempferol puede ejercer un efecto protector contra la
pérdida 6sea posmenopausica, ya que promueve la mineralizacion de osteoblastos in vitro y
la formacion de hueso in vivo, debido a su actividad estrogénica. Algunos glucésidos del
kaempferol y las plantas que contienen este flavonoide, pueden tener actividad
neuroprotectora y desempefiar un papel protector en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson o enfermedad de Huntington; la reduccion de la
proteina beta amiloide, puede participar en el posible efecto protector del kaempferol contra
la enfermedad de Alzheimer.'’

2.10. Toxicologia

La toxicologia puede ser definida como la ciencia que se ocupa de los efectos adversos a la
salud causados por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos en los organismos vivientes. Los
efectos adversos pueden variar desde muerte, cancer, enfermedades y hasta dafios sutiles en
varios Organos o sistemas. Implica estudios in vivo para estudiar pardmetros como dosis letal
en la poblacion de animales en condiciones experimentales de laboratorio y estudios in vitro
en la cual se estudia los eventos y procesos clave de la molécula diana, respuestas celulares,
hasta los efectos a la salud humana y el medio ambiente.®

Las evaluaciones toxicoldgicas tienen tres objetivos principales: determinacion del espectro
toxicoldgico en una amplia gama de dosis en animales de laboratorio; extrapolacion de
respuestas a otras especies, con especial énfasis en el potencial de efectos indeseables en
humanos; y determinacion de niveles seguros de exposicion.?

El objetivo de los estudios toxicoldgicos preclinicos es la caracterizacion del impacto
fisiol6gico consecuente a su administracion, para lo cual se requieren estudios en animales
de laboratorio u otros modelos experimentales que demuestren la toxicidad o inocuidad del
farmaco en estudio. La comprension de las relaciones dosis-respuesta y la extrapolacion de
datos de animales de experimentacién a humanos es fundamental para la evaluacion de la

seguridad de los medicamentos. %



2.10.1. Toxicologia aguda, subcronicay cronica

Las pruebas de toxicologia aguda generalmente implican estudios de dosis Unica con un
periodo de observacion de 14 dias, las pruebas subcronicas son estudios de dosis multiples
que suelen durar de 2 semanas a 6 meses y la toxicologia cronica implica estudios de dosis
multiples de >6 meses.?°

Los estudios toxicoldgicos resultan imprescindibles para demostrar la seguridad a corto,
mediano y largo plazo del fitofarmaco en investigacion, a través de la evaluacion de su
potencial toxico en modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo, demostrando
que las dosis empleadas en un estudio son suficientemente altas en relacién con la dosis que
presenta actividad farmacoldgica, de manera que se garantice un adecuado margen de
seguridad para el producto en estudio. Los estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos se
realizan con los metabolitos secundarios o el ingrediente farmacéutico activo presente en el

fitomedicamento, lo que permite garantizar la trazabilidad en las evaluaciones preclinicas.??

2.11. Hepatotoxicidad

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo y representa el 2% del peso corporal total,
es decir, alrededor de 1.5 kg para un adulto. La unidad funcional basica es el lobulillo
hepatico, una estructura cilindrica de varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 mm de
diametro. El higado humano contiene entre 50,000 y 100,000 lobulillos, es un gran depdsito
de células, con capacidad de reaccidén quimica, que realizan un metabolismo intenso. Estas
células comparten sustratos y energia, procesan Yy sintetizan numerosas sustancias
transportadas a otras regiones del organismo, y cumplen miles de funciones metabolicas
diferentes.?

Algunas de las funciones del higado son:

-Metabolismo de nutrimentos y vitaminas: glucosa y otros gldcidos, aminoacidos, lipidos
(&cidos grasos, colesterol, lipoproteinas), vitaminas liposolubles e hidrosolubles.
-Inactivacion de varias sustancias: toxinas, esteroides, hormonas.

-Sintesis de proteinas plasmaticas: proteinas de fase aguda, albumina, factores de
coagulacion, proteinas fijadoras de esteroides y de otras hormonas.

-Inmunidad: células de Kupffer.

El higado desintoxica la sangre de sustancias que se originan en el intestino o en otras partes
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del organismo, mediante reacciones bioquimicas mediadas en sus primeras etapas por el gran
namero de enzimas del citocromo P450 que se expresa en los hepatocitos, convirtiendo los
xenobioticos y sustancias toxicas en metabolitos inactivos menos lipdfilos. Las reacciones de
desintoxicacion se dividenen fase 1 (oxidacion, hidroxilacion y otras reacciones mediadas
por el citocromo P450) y de fase Il (esterificacion). Por ultimo, los metabolitos son secretados
hacia la bilis para eliminarse a través del tubo digestivo.?*

Sin embargo, la ingesta excesiva de estos productos quimicos aun puede resultar en dafio
oxidativo a los 6rganos de los tejidos por la produccién masiva de radicales libres, lo que
conduce a un dafio estructural y funcional de la membrana causando una toxicidad grave a
los hepatocitos. El estrés oxidativo, ha sido considerado como un mecanismo patologico
conjunto y contribuye al inicio y progresion de la lesion hepatica.?®

La hepatotoxicidad es la lesion o dafio hepatico causado por la exposicion a un medicamento
u otros agentes no farmacoldgicos, asi como la aparicién de efectos deletéreos no
intencionales que se producen con dosis farmacoldgicas con fines profilacticos y
terapéuticos. El higado es un 6rgano que se afecta en procesos inflamatorios como
infecciones viricas, toxicidad por farmacos y sus metabolitos, enfermedades metabdlicas,
procesos autoinmunes y distintos defectos genéticos. El higado al ser el principal 6rgano
implicado en el metabolismo de nutrientes, farmacos y xenobioticos, lo hace
particularmente susceptible a los fenomenos de toxicidad quimica.?

La lesion hepatica produce cambios patoldgicos como aumento del nivel de transaminasas,
bilirrubinas totales, y generacion de radicales libres, por lo que una mejor comprensién de
los mecanismos primarios es imprescindible para el disefio de nuevos farmacos terapéuticos.
Por lo cual, se desarrollan modelos animales para imitar las enfermedades hepaticas
humanas; los cuales se han utilizado durante varias décadas para estudiar la patogenia de los

trastornos hepaticos y las toxicidades relacionadas.?’

2.11.1. Pruebas de funcién hepatica

Las pruebas de funcion hepatica consisten en la medicion en sangre de la concentracion de
bilirrubina y de la actividad de ciertas enzimas presentes en el higado denominadas alanino
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotrasferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA) y gamma

glutamil transferasa (GGT). La elevacion de sus valores normales nos indica que existe una
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lesion del higado (aunque también pueden alterarse en procesos no hepaticos). La bilirrubina
es un producto de degradacion de los globulos rojos que el higado se encarga de eliminar; su
aumento en sangre traduce un exceso en su produccién que sobrepasa la capacidad de
eliminacién del higado, un fallo en los procesos hepaticos que conducen a su eliminacion o
una obstruccion de su flujo a través de la via biliar hacia el intestino. Las transaminasas son
enzimas cuya elevacion en sangre indica destruccion de las células que las contienen, un
aumento marcado de estas enzimas suele indicar una importante destruccion de células
hepaticas. La ALT y la AST son los indicadores mas utilizados para evaluar la necrosis
hepatica; la ALT es mas especifica que la AST, ya gque esta no solo se encuentra en el higado
sino también en el masculo esquelético, cardiaco, rifién y eritrocitos.?

La lesion hepética aguda suele mostrar grados variables de inflamacion y necrosis de
predominio centrolobulillar, colestasis hepatica, canaliculos biliares dilatados con trombos
de bilis y lesiones granulomatosas. Las lesiones cronicas pueden ser inflamatorias y/o
necroticas, colestasicas, esteatosicas, por fosfolipidosis, fibrosis hepatica, cirrosis, lesiones

vasculares, granulomatosas o neoplasicas. 2°

Tabla 1. Tipos de lesion hepatica dependiendo del tipo de célula afectada

TIPO DE CELULA AFECTADA | CUADRO CLINICO-PATOLOGICO
-Hepatitis aguda hepatocelular

-Hepatitis colestasica/mixta aguda
Hepatocito -Hepatitis granulomatosa

-Hepatitis cronica
-Esteatosis/esteatohepatitis
-Adenoma/adenocarcinoma hepético

Colangiocito -Colestasis aguda y cronica
-Colangitis esclerosante
Célula endotelial -Enfermedad veno oclusiva

-Dilatacion sinusoidal
-Peliosis hepética
-Sindrome Budd-Chiari
Células estrelladas -Fibrosis perisinusoidal
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2.12. Nefrotoxicidad

El aparato urinario estd constituido por los dos rifiones, dos uréteres, la vejiga y la uretra.
Dentro de sus funciones, podemos encontrar que los rifiones regulan el volumen y la
composicion de la sangre, ayudan a regular la presidn sanguinea, sintetizan glucosa, liberan
eritropoyetina, participan en la sintesis de la vitamina D, controlan la concentracion de
electrélitos (Na+, K+, HCO3y otros iones) y el pH del plasma, y excretan desechos en la
orina. Algunos de los desechos excretados son el producto de reacciones metabdlicas en el
organismo; otros residuos que se excretan con la orina son sustancias que no pertenecen a la

dieta, como farmacos y toxinas ambientales.?’

2.12.1. Evaluacion de la funcion renal

2.12.1.1. Andlisis de orina

Comprende la evaluacion tanto de la cantidad como de la calidad de la orina y de las
concentraciones de productos de desecho de la sangre. Los solutos tipicamente presentes en
la orina son los electrolitos filtrados y secretados que no se reabsorben, la urea (degradacion
de proteinas), la creatinina (degradacién de fosfocreatina en fibras musculares), acido urico
(degradacion de acidos nucleicos), urobilindgeno (degradaciéon de hemoglobina) y pequefias
cantidades de otras sustancias como acidos grasos, pigmentos, enzimas y hormonas. Si una
enfermedad, farmaco o toxina, altera el metabolismo corporal o la funcion renal, pueden

aparecer vestigios de sustancias que normalmente no estan presentes en la orina.?” 2

2.12.1.2. Pruebas sanguineas
Dos pruebas de deteccion en sangre pueden darnos informacién acerca de la funcién renal.

Nitrégeno Ureico Sanguineo (BUN): Mide el nitrogeno sanguineo que forma parte de la urea

resultante del catabolismo y desaminacion de los aminoécidos. Cuando la filtracion
glomerular disminuye mucho, el BUN aumenta notablemente.

Creatinina plasmatica: Su excrecion es muy cercana a la Tasa de Filtracion Glomerular

(TFG), una disminucion anormal de la TFG determina que la concentracion plasmatica de
creatinina aumente. En consecuencia, una simple medicién de la concentracion de creatinina
en sangre puede indicar si la TFG es normal y suministra informacion acerca de la salud y

funcion de los rifiones.
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Aclaramiento plasmaético renal: Nos indica la efectividad con que los rifiones depuran una

sustancia del plasma sanguineo. La depuracion plasmatica renal es el volumen de plasma del
cual se elimina por completo una sustancia en un minuto por excrecién en la orina.®% 3t
Dado que existe una correlacion directa entre el tiempo de deteccidn de la insuficiencia renal
y la mortalidad, la comprension temprana de las caracteristicas de los farmacos que pueden
causarla, y la intervencion oportuna pueden reducir la morbilidad y la mortalidad. De acuerdo
con el curso de la enfermedad y los indicadores anteriores, la nefrotoxicidad se divide en dos
categorias, toxicidad crénica y aguda.3> 33

En el estudio histolégico podemos observar las siguientes alteraciones glomerulares,
tubulares e intersticiales: congestion glomerular, dilatacion de la capsula de Bowman,
inflamacion glomerular, tabulos renales aumentados, cariorrexis, cariélisis, infiltracion de
células inflamatorias, congestion, necrosis, degeneracién hidropica, dilatacion y congestion

de vasos sanguineos, gotas y precipitaciones hialina, edema intersticial y fibrosis. 3

2.13. Evaluacion del efecto toxico sobre el Sistema Nervioso

El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central (SNC), el cual incluye al encéfalo
y lamédula espinal, y el sistema nervioso periférico (SNP), que comprende los pares craneales
que surgen desde el encéfalo y los nervios espinales que surgen a partir de la médula espinal.
Las neuronas son las subunidades estructurales y funcionales basicas del sistema nervioso;
estan especializadas para responder a estimulos fisicos y quimicos, conducir impulsos
electroquimicos, y liberar reguladores quimicos. Por medio de estas actividades, las neuronas
permiten la percepcidn de estimulos sensoriales, el aprendizaje, la memoria, y el control de
musculos y glandulas.!

La neurotoxicidad es un término que hace referencia a aquellas alteraciones funcionales,
estructurales y bioquimicas producidas en el sistema nervioso y que conllevan a la
manifestacion de diferentes clases de efectos adversos como consecuencia de una exposicion
a un producto quimico. Un efecto adverso implica un cambio que produce una desregulacion
o alteracién del sistema nervioso. La naturaleza de dicho cambio puede ser neuroquimica,
morfologica, o relacionada con la conducta y puede manifestarse transitoria o
permanentemente.3®

Las manifestaciones neuroldgicas pueden variar desde irritabilidad y agitacién hasta
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depresion del SNC; que varia de letargia a coma, convulsiones, movimientos anormales y
sintomas focales, siendo frecuente la depresion respiratoria en las intoxicaciones graves.®
El efecto adverso producido por un neurotdxico depende de numerosos factores (propiedades
fisicoquimicas del agente quimico, la dosis y via de exposicion), asi como de otros
pardmetros como la edad, sexo, estado de salud general, factores dietéticos o sensibilidad.
Las exposiciones a sustancias neurotoxicas pueden producir tres tipos de alteraciones
principales:

a. Alteraciones sensoriales en cualquiera de los cinco sentidos.

b. Alteraciones motoras.

c. Alteraciones en la capacidad de aprendizaje, retencion de memoria, cambios

emocionales.®®

2.13.1. Prueba de Irwin

La prueba de Irwin se utiliza para evaluar los efectos de un farmaco o una nueva molécula
sobre el comportamiento y la funcién fisioldgica, desde la primera dosis que tiene efectos
observables hasta dosis que inducen una clara toxicidad del comportamiento o incluso la
muerte. Esta prueba también proporciona una estimacion inicial de la duracién de la accion
del farmaco en los diferentes puntos finales.’

La observacion contiene los siguientes tipos de elementos: mortalidad, sedacion, excitacion,
estereotipias, agresividad, cola de Straub, convulsiones, temblor, exoftalmos, salivacion,
lagrimeo, piloereccion, defecacion, miedo, reactividad al tacto, tono muscular, pérdida del
reflejo de enderezamiento, suefio, incoordinacion motora, catalepsia, traccion, reflejo
corneal, analgesia, respiracion, marcha, didmetro pupilar y temperatura rectal. Cada sintoma
se evalla observando el comportamiento espontaneo del animal o sometiendo al animal a
manipulaciones estandarizadas como suspension en una barra horizontal (traccion), posicion
anormal impuesta (catalepsia), presion bilateral en los flancos (tono muscular) o pellizcos en
la cola (analgesia). Utilizando la prueba de Irwin, el farmacologo conductual puede obtener
una idea rapida de la toxicidad del compuesto, sus principales efectos conductuales, su
duracion y, lo que es mas importante, una estimacion del rango de dosis que se investigara

en pruebas posteriores.®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Malvaviscus arboreus es una especie empleada en la medicina tradicional mexicana, la cual
presenta efecto antimutdgeno, antiinflamatorio y propiedades gastroprotectoras, por lo cual
es Gtil en el manejo terapéutico de las Ulceras gastricas, asi como un papel beneficioso en
diferentes enfermedades neurodegenerativas y en cancer. Sin embargo, para continuar con
el estudio sistematico de esta especie vegetal, sera necesario llevar a cabo un disefio con un
componente toxicologico, para lograr en un futuro, el desarrollo tecnoldgico de un
fitomedicamento. Dicha evaluacion toxicologica debera considerar efectos sistémicos, en lo
referentea la administracion y manejo del farmaco; y efectos particulares en lo referente a
organos y sistemas; por lo cual proponemos los abordajes donde se consideran la
neurotoxicidad, genotoxicidad, asi como la toxicidad hepatica y renal ya que son las
principales vias de eliminacion de las sustancias. Actualmente la existencia de plantas con
potencial terapéutico constituye una alternativa para el tratamiento de diversas patologias,
por lo cual es de suma importancia el llevar a cabo estudios preclinicos y asi detectar sus
posibles efectos; debido a que existe escasa informacion sobre la toxicologia de Malvaviscus

arboreus en la bibliografia.

3.1. Justificacion

Las plantas medicinales y aromaticas juegan un papel importante en el cuidado de la salud
de las personas en el mundo, resultando la fitoterapia ser mas util que la medicina moderna
para el tratamiento de ciertas enfermedades cronicas y con menos efectos secundarios.

Los antecedentes acumulados de los efectos bioldgicos de la planta comestible Malvaviscus
arboreus, son importantes para la salud humana y llevan a plantear una propuesta de analisis
toxicoldgico.

AUn no existen datos sobre estudios toxicoldgicos aplicados a Malvaviscus arboreus, por lo
que existe el interés de plantear la presente propuesta con la intencion futura de Ilegar a un
fitomedicamento con utilidad clinica y poder utilizar su potencial antiinflamatorio para el

tratamiento de diversas patologias.

3.2. Pregunta de investigacion

¢Cual es el perfil toxicologico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus?
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4. HIPOTESIS
El extracto acuoso de Malvaviscus arboreus a una dosis de 1000 mg/kg de peso corporal no
inducira toxicidad ni alteraciones a nivel tisular en higado y rifiones, bajo un esquema de

administracion subcronica (via oral) en ratones.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto toxico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la toxicidad renal de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus.

2. Evaluar la toxicidad hepatica de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus.

3. Evaluar la toxicidad en sistema nervioso central de un extracto acuoso de Malvaviscus

arboreus.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Aprobacion del protocolo, disefio y desarrollo de los tratamientos

El protocolo fue sometido a consideracion en el Comité Local de Investigacion en Salud del
IMSS, recibiendo el nimero de Registro R-2022-1701-006.

6.2. Disefio y desarrollo de los tratamientos
Material vegetal:

El material vegetal fue obtenido mediante el cultivo de la planta en las instalaciones del
CIBIS, en Xochitepec, Morelos. Identificado por el M. en C. Gabriel Flores Franco, curador
del herbario HUMO de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM), con
namero de registro 34413.

Material bioldgico:

Se utilizaron ratones hembra (BALB/c) con un peso promedio de 22 gramos, mantenidos en
el bioterio del CIBIS bajo condiciones estandar de iluminacién con 12 horas de luz/oscuridad
y acceso libre al consumo de agua y alimento, a una temperatura de 24 grados centigrados.

Obtencion del extracto:

Solo se utilizaron las flores, las cuales fueron secadas a temperatura de 40 OC en una estufa
provista de un sistema de recirculacion de aire y trituradas manualmente hasta obtener un
tamafio de particula de 4-6 mm. Posteriormente, se realizo la maceracion del material vegetal
en agua a temperatura de 80 grados centigrados. El extracto acuoso se filtrd y concentro6
mediante un proceso de destilacion a presion reducida usando un rota-evaporador
(LABOROTA 4000) hasta obtener un extracto semisélido con una concentracion de 1000
mg/ml del extracto. Para determinar el rendimiento, el extracto se aforé a 500 mL y se
prepararon 5 viales de 14 mL a los que se les adicion6 un volumen de 500 pL del extracto
para un posterior proceso de evaporacion en una parrilla de calentamiento. Cuando el
extracto quedd completamente seco, se volvio a pesar cada uno de los recipientes obteniendo
asi la cantidad de extracto que habia en 500 pL y por un proceso aritmético se obtuvo la
cantidad total de extracto obtenido.

Estandarizacion del extracto:

Para determinar la concentracion de los flavonoides glicosilados mayoritarios, se utilizo el

método de cromatografia de liquidos de alta resolucion previamente descrito por el grupo de
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investigacion (Campos-Vidal 2021). Se utiliz6 sistema cromatografico de HPLC equipado
con un madulo de separacion Alliance 2995 y un detector de arreglo de Photodiodos 2996 de
la marca Waters. Las muestras fueron diluidas a una concentracion de 2 mg/mL fueron
inyectadas en un volumen de 10 uL en una columna de fase reversa (Supelcosy LCF, tamafio
de particula de 5 micras) de 25 cm de largo y 4 mm de didmetro. El sistema de elusion
corresponde a un gradiente de acido trifluoroacético al 0.5como disolvente A y acetonitrilo
como disolvente B. Los cambios de concentracion de cada disolvente fueron: 0-1 min 0% de
B; 2-3 min 5% de B; 4-20 min 30% de B; 21-23 min 50% de B; 24-25 min 80% de B; 26-27
min 100% de B con un retorno al 0% de B en los minutos 28-30. Durante los 30 minutos del
tiempo total del analisis, se utiliz6 un flujo de 0.9 mL/min. Finalmente, para la identificacion
de los flavonoides, se analizé el cromatograma de cada muestra a una longitud de onda de
350 nm.

6.3. Exposicion subcronica

Se llevo a cabo con 2 grupos, cada uno compuesto por 10 ratones hembra BALB/c. El grupo
1 (grupo de agua) fue expuesto a la ingesta diaria de agua purificada mediante uso de una
canula esofagica de acero inoxidable para su administracién oral, en el mismo volumen y
horario que el resto de los animales durante un periodo de 28 dias. EI grupo 2 fue expuesto a
la dosis de 1000 mg/kg/dia del extracto acuoso de Malvaviscus arboreus, diariamente
mediante uso de canula esofagica de acero inoxidable durante un periodo de 28 dias (Tabla
2).

Tabla 2. Grupos experimentales de toxicidad subcrénica

GRUPO 1 GRUPO 2
Agua purificada Extracto acuoso MaAq
1000 mg/kg
(28 dias) (28 dias)

El dia 1 y 21 del estudio se realizé la medicion de glucosa en ayuno de 8 horas, con un
glucémetro marca Accu-chek, mediante toma de muestra por puncién de la cauda. El Gltimo
dia del estudio (dia 28) se colocaron los animales en jaulas metabdlicas por un periodo de 24

horas para la obtencion de orina y asi poder realizar el analisis de proteinas y creatinina en
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orina; periodo durante el cual permanecieron en un periodo de ayuno de 8 horas (con acceso
libre al agua) previo al sacrificio. El ultimo dia se realiz6 la prueba de tolerancia la glucosa
(75 gramos de azlcar + 280 ml de agua potable), administrando la solucion azucarada de
acuerdo con el peso de cada animal (dosis Gnica) y tomando muestra de glucosa mediante
corte en la cauda usando tiras reactivas al minuto 0, 30, 60, 90 y 120; posteriormente se
realiz6 el calculo del Area Bajo la Curva (AUC) para el reporte estadistico.

Bajo anestesia profunda inducida con 50 mg/Kg de pentobarbital sédico (ANESTESAL de
PFIZER), se tom0 una muestra sanguinea del seno venoso orbital a 6 de los ratones de cada
grupo; recuperando el suero para valorar los parametros de AST, ALT, creatinina y proteinas;
ademas se pesaron y congelaron los érganos para examinarlos posteriormente. Los otros 4
animales restantes de cada uno de los grupos fueron sometidos a perfusion (previa anestesia
profunda inducida con 50 mg/Kg de pentobarbital sédico) con formaldehido al 5%
extrayendo posteriormente los 6rganos (higado y rifiones) de cada uno de los animales, los

cuales se colocaron en formaldehido al 10% para su posterior andlisis histoldgico.

6.4. Evaluacion de la toxicidad en sistema nervioso central y periférico/Prueba de Irwin
Se evaluo a través de la observacion de parametros conductuales incluidos en la prueba de
neurotoxicidad de Irwin, diariamente a los 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas
posteriores a la administracion del agua purificada (grupo 1) y del extracto (grupo 2) durante
el primer dia de administracion y posteriormente cada 24 horas (previo y posterior a la
administracion via oral) durante los 28 dias de duracién del estudio (Tabla 3).

Los pardmetros evaluados fueron los siguientes:

a) Estado de alerta

-Pasividad: Mostrar inaccion de movimientos.

-Estereotipia: Repeticion de movimientos a consecuencia de la sustancia administrada.

b) Irritabilidad

-Grooming: Limpiarse continuamente la cabeza y cara con las patas delanteras.
Caracteristica exacerbada en un estado de ansiedad.

-Acicalamiento: Conducta de limpieza exacerbada y repetitiva. Puede ocasionar lesiones en
la piel, dermatitis o alopecia.

-Hiperactividad: Estado continuo de movimientos y traslado total.
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-Agresion: Comportamiento de evitacion al contacto y agresion.
c) Excitacion del SNC

-Tremor, espasmos y convulsiones: Descargas y desbalance de neurotransmisores; actividad

eléctrica anormal en un area del cerebro, desde leve a muy alta.

d) Incoordinacion motriz

-Reflejo de enderezamiento e incapacidad de caminar: Capacidad de corregir la orientacion
del cuerpo cuando se saca de su posicion vertical normal. Funcionalidad del sistema
vestibular, que detecta si el cuerpo esta erguido y hace que la cabeza vuelva a su posicién
mientras el resto del cuerpo lo sigue.

e) Tono muscular

-Actividad prensil: Reflejo para asirse con el tren posterior.
-Tono muscular de tren trasero: Su disminucion indica sedacion del SNC.

f) Reacciones autonémicas

-Salivacién, apertura palpebral, exoftalmia, piloereccién, urinacion, aumento de frecuencia
respiratoria, cambio de color de piel: Reflejo que se desarrolla en el sistema nervioso
vegetativo, signos fisicos debidos a respuestas viscerales y endocrinas. Posible accion sobre
SNA, por estimulacion simpatica (receptores a-adrenérgicos) o parasimpatica (receptores
muscarinicos).

g) Miscelaneo

-Defecacion: Acto de expulsion de elementos que durante el proceso de digestion no han sido

absorbidas por algan tramo del aparato digestivo.
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Tabla 3. Evaluacion de la toxicidad en sistema nervioso central y periférico/Prueba de Irwin

RATON

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

Peso semanal

Pasividad

Estereotipia

Grooming

Acicalamiento

Vocalizacién

Hiperactividad

Agresion

Tremor

Espasmos

Convulsiones

Reflejo de enderezamiento

Incapacidad de caminar.

Actividad prensil

Tono muscular de tren trasero

Salivacion, Apertura palpebral, exoftalmia,
piloereccion, urinacion, aumento de taza
respiratoria, cambio de color de piel

Defecacion

Anotaciones de los resultados:
0=Ausencia

1=Leve

2= Moderado

3= Severo
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6.5. Evaluacion de la hepatotoxicidad y nefrotoxicidad

Una vez extraidos los drganos, se calcul6 el porcentaje correspondiente del peso total. Se
cuantificaron en suero las transaminasas (ALT, AST) para valorar la funcidn hepatica,
creatinina y proteinas para valorar la funcion renal, utilizando una técnica colorimétrica de

Bradford y el calculo de la depuracién de creatinina en orina.

6.5.1. Técnica histoldgica

Los drganos se fijaron en una solucion de formaldehido 10% en PBS, y se deshidrataron en
etanol (Tabla 4). Se procedi6 al aclaramiento del tejido por inmersion en dimetilbenceno
(xilol), el cual permite una adecuada penetracion de la parafina. Los tejidos se impregnaron
con 2 bafios sucesivos de parafina liquida (60 minutos cada uno), la cual funciona como
medio de inclusion y permite realizar cortes finos en el tejido preparado, para colocarlos en
casetes para inclusion (Simport). Las preparaciones se dejaron secar a temperatura ambiente
y se procedio a cortarlos (5u de grosor) con un micrétomo Kedee (KD2258). Los cortes se
colocaron en un bafio de flotacion (39°C) con agua, se montaron en portaobjetos, y se secaron
a 50°C (30 min), para su posterior tincién con Hematoxilina-Eosina para su analisis al

microscopio optico.

Tabla 4. Soluciones para la deshidratacion y aclaramiento de los tejidos

NUMERO DE FRASCO REACTIVO TIEMPO (MIN)
1 Agua destilada 30
2 Etanol 70% 30
3 Etanol 80% 30
4 Etanol 90% 30
5 Etanol 100% 60
6 Alcohol isobutilico 60
7 Etanol -Xilol 50-50% 60
8 Xilol 100% 60
9 Xilol 100% 60
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6.6. Descripcion de variables

VARIABLES INDEPENDIENTES O DE INTERVENCION

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

kaempferol

Extracto de la especie Malvaviscus arboreus estandarizado en sambubitsido y soforésido de

Dosis

1000 mg/kg/dia por via oral y administrado por un periodo de 28 dias

Tipo de variable

Cualitativa nominal

Escala de medicion

O=ausente y 1=presente

TRATAMIENTO CONTROL

Agua purificada envasada de marca comercial

Dosis

1000 mg/kg/dia por via oral y administrado por un periodo de 28 dias

Tipo de variable

Cualitativa nominal

Escala de medicion

O=ausente y 1=presente

VARIABLES DEPENDIENTES O DE DESENLACE

PRUEBA DE IRWIN

DEFINICION DEFINICION TIPO DE |ESCALA DE| MODO DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL |VARIABLE |[MEDICION |OBTENCION
Caracteristica etoldgica con 0=Ausente
Pasividad base en el movimiento Mostrar inaccion de Cualitativa [1=Leve Anexo 3
comun del roedor movimientos ordinal 2=Moderada
3=Severa
Comportamiento repetitivo, | Repeticion de una misma 0=Ausente
invariable y sin un propésito [secuencia de movimientos a)  Cualitativa [L=Leve
Estereotipia o funcion apreciables consecuencia de la ordinal 2=Moderada Anexo 3
ESTADO DE ALERTA sustancia administrada 3=Severa
Caracteristica exacerbada en [Limpiarse continuamente lal
Grooming un estado de ansiedad cabeza y cara con las patas 0=Ausente
delanteras Cualitativa [1=Leve
Conducta de limpieza  |Puede ocasionar lesiones en ordinal 2=Moderada Anexo 3
Acicalamiento | exacerbada y repetitiva la piel, dermatitis o 3=Severa

alopecia
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Sonoridad vocal no acorde 0=Ausente
Sonidos audibles, intensos y | con un animal adulto, no Cualitativa [1=Leve
Vocalizacién frecuentes relacionadas con la ordinal 2=Moderada Anexo 3
integracion entre pares 3=Severa
0=Ausente
Aumento de movilidad Estado continuo de Cualitativa [1=Leve
Hiperactividad exploratoria movimientos y traslado ordinal 2=Moderada Anexo 3
IRRITABILIDAD total 3=Severa
0=Ausente
Comportamiento de Cualitativa  [1=Leve
Agresién  |Aumento del estado ofensivo| evitacién al contacto y ordinal 2=Moderada Anexo 3
agresion interespecifica 3=Severa
Tremor Descargas y desbalance de Alteracién eléctrica 0=Ausente
EXCITACION DEL Espasmos neurotransmisores. repentina y no controlada| Cualitativa [1=Leve
; Actividad eléctrica anormal en el cerebro, desde leve al ordinal [2=Moderada | Anexo 3
SNC Convulsiones ,
en un &rea del cerebro muy alta 3=Severa
Reflejo de enderezamiento Capacidad de corregir la  [Funcionalidad del sistema
INCOORDINACION orientacion del cuerpo vestibular, que detecta si 0=Ausente
MOTRIZ cuando se saca de su posicion| el cuerpo esta erguido y Cuallfcatlva 1=Leve Anexo 3
vertical normal hace que la cabeza vuelva| ordinal [2=Moderada
Incapacidad a su posicion mientras el 3=Severa
de caminar resto del cuerpo lo sigue
Capacidad de los roedores 0=Ausente
Actividad prensil Reflejo para asirse con el tren| a permanecer asidos a | Cualitativa [1=Leve Anexo 3
posterior pesar de movimientos ordinal [2=Moderada
sorpresivos 3=Severa
TONO MUSCULAR O=Ausente
Tono muscular del tren trasero | Signo de integridad del SNC | Su disminucion indica | Cualitativa [1=Leve Anexo 3
sedacion del SNC ordinal [2=Moderada
3=Severa
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Salivacion, apertura palpebral,
REACCIONES exoftalmia, piloere((:jcién, Refle{o gue se desarrolla en | Signos fisicos debildos a Cualditatilva 0=Ausente
E urinacion, aumento de tasa el sistema nervioso respuestas visceralesy | ordinal [1=Leve Anexo 3
AUTONOMICAS respiratoria, vegetativo endocrinas 2=Moderada
cambio de color de piel 3=Severa
Acto de expulsion de 0=Ausente
MISCELANEO elementos que durante el |Cantidad de bolas fecales| Cualitativa [1=Leve
Defecacion proceso de digestién no han |totales que el animal deja| ordinal [2=Moderada | Anexo 3
sido absorbidas por algin al finalizar la prueba 3=Severa
tramo del aparato digestivo
VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE MODO DE
CONCEPTUAL | OPERACIONAL VARIABLE MEDICION OBTENCION
Masa de un individuo, Valor en gramos
considerando se tomado diariamente
PESO encuentre bajo el mediante bascula Cuantitativa gramos Bascula digital
influjo de la gravedad digital con continua
terrestre sensibilidad en
centésimas de gramo
Método de laboratorio
PRUEBA DE para verificielr la forma Col;te en la cauda p:jara
en que el cuerpo obtener una gota de Cuantitativa
TOLERANCIA moviliza el azucar de sangre y analizar en continua mg/dI Glucémetro
ALA la sangre a los tejidos | glucometro al minuto
GLUCOSA como a los masculosy | 0, 30, 60,90y 120.
a la grasa.
Enzima
aminotransferasa que
se encuentra en varios Anélisis bioquimico
tejidos del organismo del suero obtenido Cuantitativa
AST de los mamiferos, mediante puncion del continua Ul/l Reactivo
especialmente en el Seno venoso orbitario
corazén, el higado y el
tejido muscular
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE MODO DE
CONCEPTUAL| OPERACIONAL VARIABLE MEDICION OBTENCION
Enzima que Analisis bioquimico del
ALT pertenece al grupo | suero obtenido mediante Cuantitativa
de las puncién del seno venoso continua Ui/l Reactivo
aminotransferasas, orbitario
que se encuentra
principalmente en
las células del
higado
Molécula organica | Anélisis bioquimico del
que es filtrada por suero obtenido Cuantitativa
los rifiones y mediante puncion del continua mg/dl Reactivo
CREATININA desechada a través | seno venoso orbitario
de la orina, generada
por el metabolismo
de los musculos
Molécula compuesta| Analisis bioquimico del
PROTEINAS de aminoacidos que | suero obtenido mediante Cuantitativa
el cuerpo necesita | puncién del seno venoso continua mg/dl Reactivo
para funcionar de orbitario y de la orina
forma adecuada | recolectada por 24 horas
Lesién o dafio
hepético causado por| Alteraciones visibles en
rv::d?z:(s%tr?[gnuaoltjr% . microscopia Optica Cuali t_ati\I/a ;: no Histologia
HEPATOXICIDAD agentes, con dafio nomina = sl
funcional o
anatémico
Lesion o dafio renal
causado por la Alteraciones visibles 1=no
exposicién a un mediante 2=si Histologia
medicamento microscopia optica Cualitativa
NEFROTOXICIDAD u otros agentes, con nominal

dafio funcional o
anatémico
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6.7. Analisis estadistico

Estadistica descriptiva: Las variables cualitativas se reportaron con frecuencias y porcentajes;
las variables cuantitativas con medidas de tendencia central y dispersion. Para la estadistica
comparativa de variables cuantitativas se empleo la prueba de t de Student y para variables
cualitativas la prueba exacta de Fisher.

Valores de p < 0.05 se emplearon para rechazar hip6tesis de nulidad o no diferencias.

6.8. Escritura de tesis y obtencion de grado

Posterior al andlisis estadistico de los datos, se procedio a la escritura de la tesis, segun el
formato de la Facultad de Medicina de la UAEM y de acuerdo con los criterios para la
elaboracion del protocolo de investigacion que establece el Instituto Mexicano del Seguro

Social.

6.9. Conflictos de interés
No existen conflictos de interés.
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7. ASPECTOS ETICOS

En el proyecto se siguieron las recomendaciones del MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
RECOMENDABLES PARA INVESTIGACION CON ANIMALES y se apeg a las normas
de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud. La manipulacion de los
animales de laboratorio se realizd en apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999, sobre técnicas para el cuidado y uso de los animales de laboratorio. Segun esta norma,
el sacrificio de los animales debe hacerse con procedimientos que “induzcan de manera
humanitaria la muerte de los animales (eutanasia) empleados en la investigacion cientifica,
con el propdsito de eliminar o disminuir al minimo el dolor y el estrés previo y durante el
procedimiento” 3% 40

Por lo que, en este trabajo una vez que los animales han sido sujetos de estudio, se sacrificaron
con sobredosis de pentobarbital sodico. Se selecciond dicha técnica debido a que los
barbituricos en general son aceptados por la NOM-062-Z00-1999 para la eutanasia, “ya que
inducen inconsciencia con solo el dolor minimo ocasionado por la introduccién de la aguja;
y la via intraperitoneal también es permitida como sustitucion de la endovenosa”.

El CIBIS cuenta con las instalaciones de laboratorios en estado adecuado de operacion, con
las condiciones de luz-oscuridad, temperatura, mesas de trabajo y equipo necesario para
Ilevar a cabo los disefios experimentales propuestos.

Los investigadores y los estudiantes que trabajen en el proyecto conocen el manejo de
animales y solventes que se usaran durante la realizacidn de esta propuesta de investigacion,

Todas las condiciones de seguridad se mantuvieron a lo largo del desarrollo de este trabajo.

29



8. ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con la normatividad institucional sobre bioseguridad.
8.1. Evidencia documental

Existe evidencia documental auditable en el sitio donde se desarrolla el protocolo acerca
de:

-Los permisos y/o licencias oficiales que se requieren para llevar a cabo el trabajo propuesto.
-Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estado satisfactorio de
operacion y son adecuadas para llevar a cabo el trabajo propuesto.

-El equipo utilizado se encuentra en estado satisfactorio de operacion.

-Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado satisfactorio de
operacion.

-Los involucrados en el protocolo, incluyendo a los estudiantes que participan en el mismo,
han recibido la capacitacion necesaria para trabajar con el material sefialado anteriormente.
-Se mantuvieron las condiciones adecuadas de las instalaciones, equipo y personal durante
el desarrollo del protocolo.

8.2. Transporte y embalaje de las muestras de vegetales

El transporte de las muestras vegetales y animales se llevé a cabo en embalajes individuales
que evitaron su derrame o descomposicion y que estuvieron etiquetados con el tipo de
muestra que contienen y su clave de identificacion, ademas de un recipiente externo que
permitio su transporte sin riesgo de derrames.

En el caso de las muestras vegetales, todas se transportaron en estado seco (Sin solventes).
Las plantas frescas se transportaron en bolsas de plastico durante periodos cortos de tiempo.
Las plantas secas se transportaron en bolsas de papel.

Los extractos, fracciones y compuestos se transportaron en frascos de vidrio sellados.

8.3. Desecho de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos y de Quimicos Corrosivos,
Reactivos, Toxicos e Inflamables

La investigadora responsable del proyecto manifiesta que se cumplieron:

a) El Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Salud,

especialmente sus articulos 78 y 83.
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b) ElI Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la Organizacion Mundial de la Salud.

c) El Manual de Procedimientos para el Manejo y Control de Residuos Bioldgico Infecciosos
y Téxico peligrosos en Unidades Médicas del IMSS.

d) La norma NOM-087-ECOL- SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT-2005 que establece
las caracteristicas, el proceso de identificacion, clasificacion y los listados de los residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos.

e) La Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 de especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.

f) Asimismo, el estudio se apego6 al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
control sanitario de la Disposicion de Organos, Tejidos y Cadaveres de Seres Humanos
Capitulo I al X1y transitorio.

g) Para el desecho de sustancias y residuos peligrosos el CIBIS, a través del Departamento
de Servicios Generales Delegacional, cuenta con un contrato anual con la empresa Medam
Transportes S.A de C.V., la cual se encarga periédicamente del retiro, transporte, disposicion

e inactivacion.
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9. RESULTADOS

El rendimiento del extracto acuoso de Malvaviscus arboreus (MaAg), se calculd de la

siguiente forma:

Gramos de extracto

Gramos de planta seca

X 100

De un total de 62 gramos de planta seca, se obtuvo un total de 18.25 gramos de extracto lo

que representa un rendimiento del 29.66 %

La estandarizacién del extracto se llevd a cabo en relacion con los flavonoides mas

abundantes en la planta de Malvaviscus arboreus: sofordsido de kaempferol y sambubidsido

de kaempferol*® (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de la cuantificacion de los glicdsidos de kaempferol del extracto de Malvaviscus
arboreus. Eje de las X corresponde al tiempo, el eje de las Y corresponde a la absorbancia. * Soforé6sido de
kaempferol y * Sambubiésido de kaempferol.
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Tomando en cuenta la curva de calibracion del glucosido de quercetina (Figura 6a), se genero
la ecuacion de cuantificacion de la concentracion de las muestras del extracto.

Y=16866x + 19586 Por lo tanto: Y — 19586 = 16866x

Por lo tanto X=(Y-19586) / 16866 = 72.2 ug de sambubiosido de kaempferol /ml de extracto
(Tabla 5).
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Figura 6a. Curva de calibracion glucésido de Quercetina. Eje de las X corresponde a la concentracion, el
eje de las Y corresponde al Area Bajo la Curva (AUC).

Tomando en cuenta la curva de calibracion de rutina (Figura 6b), se generé la ecuacion de
cuantificacion de la concentracion de las muestras del extracto.

Y=9713.9x - 10459 Por lo tanto: Y + 10459 = 9713.9x

Por lo tanto x= (Y+10459) / 9713.9 = 230 pg de soforésido de kaempferol /ml de extracto
(Tabla 5).
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Figura 6b. Curva de calibracion Rutina. Eje de las X corresponde a la concentracion, el eje de las Y
corresponde al Area Bajo la Curva (AUC).
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Tabla 5. Concentracion de sambubiosido y soforosido de kaempferol en el extracto acuoso de Malvaviscus
arboreus.

Sambubidsido 1225828 1217346 1270145 1237773 72.2
de kaempferol

Soforosidode | 5948453 2166930 = 2258036 = 2224476
kaempferol 230

A partir del extracto, se prepar6 la concentracion de 1000 mg/ml; se toma una alicuota de
acuerdo con el peso de cada uno de los animales de experimentacion para la dosis diaria, la
cual se administro durante 28 dias (Grupo control=Grupo Agua; Grupo experimental= Grupo
MaAq) durante el periodo comprendido del 24 de enero al 20 de febrero del 2023.

Efecto de MaAq en la prueba de Irwin para neurotoxicidad

La observacion de los animales se llevo a cabo durante el periodo comprendido del 24 de
enero al 20 de febrero.

Previo a la primera administracién de ambos grupos, se valoraron los diferentes parametros
de la prueba de Irwin.

Posteriormente se valoraron los distintos parametros tras la administracion de los
tratamientos cada 24 horas, periodo durante el cual no se evidenciaron conductas que
pudieran denotar algun dafio.

En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos y se observa que la administracion diaria
de 1000 mg/kg del extracto de Malvaviscus arboreus, no produjo sintomas ni cambio en el

comportamiento de los animales en comparacién con el grupo control.
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Tabla 6. Efecto de MaAq en la prueba de Irwin para neurotoxicidad de los tratamientos administrados.
Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=10

TIEMPO SEMANA1 SEMANA2 SEMANA3 | SEMANA 4
1 2 1 2 1 2 1 2
Contorsiones abdominales 0 0 0 0 0 0 0 0
Pilo ereccion 0 0 0 0 0 0 0 0
Ptosis palpebral 0 0 0 0 0 0 0 0
Disminucion motora 0 0 0 0 0 0 0 0
Amontonamientos 0 0 0 0 0 0 0 0
Pérdida de tono muscular 0 0 0 0 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0 0 0 0 0
Paralisis miembros posteriores 0 0 0 0 0 0 0 0
Sialorrea 0 0 0 0 0 0 0 0
Convulsion 0 0 0 0 0 0 0 0
Muerte 0 0 0 0 0 0 0 0
Constipacioén 0 0 0 0 0 0 0 0

Tratamiento: 1= Grupo agua; 2= Grupo MaAq

0O=Ausente; 1=Leve; 2=Moderado; 3=Severo

Efecto de MaAq sobre el peso de los 6rganos

El dia del sacrificio, a los animales que no fueron sometidos a la prueba de perfusion se les
extrajeron los 6rganos para pesarlos en fresco y calcular el porcentaje de peso relativo al peso
total del animal. MacroscOpicamente se observo que en el grupo al que se administr6 MaAq

los 6rganos tenian una coloracion rojiza oscura, al igual que en la orina (Imagen 1).
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Higado 1
Grupo Agua

B

Higado 2 Higado 3
Grupo Agua Grupo Agua

Higado 1
Grupo MaAq

Higado 2
Grupo MaAq

Higado 3
Grupo MaAq

Higado 4
Grupo Agua

Higado 5 Higado 6
Grupo Agua Grupo Agua

Higado 4
Grupo MaAq

Higado 5
Grupo MaAq

Higado 6
Grupo MaAqg

C 8 e

e 0

..

Rifiones 1
Grupo Agua

Rifiones 2
Grupo Agua

Rifones 3
Grupo Agua

Rifones 4
Grupo Agua

Rifiones 5
Grupo Agua

Rifiones 6
Grupo Agua

Rifiones 1
Grupo MaAq

Rifiones 2
Grupo MaAq

Rifiones 3
Grupo MaAq

LI

Rifiones 4
Grupo MaAq

Rifiones 5
Grupo MaAq

Rifiones 6
Grupo MaAq

Orina
Grupo Agua

Orina

Grupo MaAq

Imagen 1. Caracteristicas macroscopicas de los 6rganos de los tratamientos administrados. Dosis del
extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. (N=6). Imagen tomada con cdmara Nikon en caja
oscura. (Angulo superior izquierdo: higados grupo agua, angulo superior derecho: higados grupo MaAg, angulo
inferior izquierdo: rifiones grupo de agua, angulo inferior derecho: rifiones grupo MaAq).
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Sin embargo, a pesar de los cambios observados macroscopicamente, no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de peso relativo en cuanto al peso total de los
organos entre ambos grupos (Figura 7 y tabla 7).

Higado (p=0.370)

Rifion izquierdo (p=0.453)

Rifion derecho (p=0.953)

5 4.43 417

0.51 0.54 0.561 0.56
ol .
HIGADO RINON I1ZQUIERDO RINON DERECHO
ORGANOS

GRUPO AGUA mGRUPO MaAq

Figura 7. Porcentaje del peso relativo al peso total del ratén de los tratamientos administrados. Dosis del
extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=6, prueba t de Student (* p < 0.05).
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Tabla 7. Tabla de media, intervalo de confianza y valor p del tratamiento con extracto acuoso de
Malvaviscus arboreus. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t

de Student (* p < 0.05).
PESO TOTA AL DE AMBOS GRUPO
GRUPO MEDIA (9) DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 22.92
Malvaviscus arboreus (1000 mg/k 21.07 2.20 0.125
PESO TOTA AL DE AMBOS GRUPO
GRUPO MEDIA (g) DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 23.76 -
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 22.06 1.90 0.020
» . » » . N\ AN
GRUPO MEDIA (Q) DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Peso inicial 22.92 *
Peso final 23.76 0.643 0.003
» . » » . A A AD : . »
GRUPO MEDIA (9) DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Peso inicial 21.07
Peso final 22.06 0.528 0.088
OSA AL AMBOS GRUPO
GRUPO MEDIA (mg/dl) | DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 87.60
- 10.66 0.754
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 89.20
OSA AL (DIA AMBOS GRUPO
GRUPO MEDIA (mg/dl) | DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua_ 91.60 9.61 1.0
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 91.60
N\ DR : A . . [ A AA' A . A
GRUPO MEDIA (mg/dl) | DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 14775
1594.97 *0.011
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 12210 594.9 00
O A
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 36.74
- 16. 562
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 41.02 089 0-56
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 36.17 52.40 0.273
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 9.81
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B A A

OR 2

GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 4.65
- 6.284 0.956
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 5.96
» A A » .
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 0.34
- 0.225 *0.042
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 0.59
DD . A . [ A
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 0.697
- 0.084 *0.003
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 0.828
DB . A D .
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 1.468
- 0.097 *0.010
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 1.554
ORINA RECOLECTADA EN 24 HORAS ‘
GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 735
- 7.07 *0.006
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 400

DEPURACION DE CREATININA EN ORINA DE 24 HORAS

DESVIACION ESTANDAR

VALORP

GRUPO MEDIA
Agua 0.176
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 0.123

PESO HIGADO (%)

0.137

DESVIACION ESTANDAR

0.383

VALORP

GRUPO MEDIA
Agua 4.430
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 4.170

PESO RINON 1ZQUI

0.646

RDO (%)

0.370

GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P

Agua 0.510
- . 4
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 0.540 0.090 0.453
PESO RINON DERECHO (%) ‘

GRUPO MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR P
Agua 0.561
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 0.560 0.066 0.953
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Tabla 7a. Tabla de frecuencias, porcentajes y valor p de alteraciones histoldgicas entre grupos del
tratamiento con extracto acuoso de Malvaviscus arboreus vs grupo control (agua). Dosis del extracto 1000
mg/kg/dia v.o., por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t de Student (* p < 0.05).

ALTERACIONES HISTOLOGICAS EN HIGADO (grupo MaAq vs grupo control)

GRUPO TOTAL | FRECUENCIA | PORCENTAJE | VALORP
Agua 9 5 55.5%
0.167
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 9 7 77.7%
ALTERACIONES HISTOLO RINONES (grupo MaAq vs grupo control)
GRUPO TOTAL | FRECUENCIA | PORCENTAJE | VALORP
Agua 7 3 42.8%
: 14.28% 0.429
Malvaviscus arboreus (1000 mg/kg) 7 1 -£070

Efecto de MaAq sobre las variables bioquimicas

Se llevd a cabo toma de sangre de la cauda mediante tira reactiva (One touch) previo a la

administracion del extracto, obteniendo pardmetros de glucosa el dia 1y 21 del experimento

(Figura 8). Sin encontrar diferencias significativas tanto en la glucosa inicial como glucosa

final de ambos grupos (p=0.754 y p=1) (Tabla 7 y figura 8).

GLUCOSA SERICA [mg/dL]

= =
N £ o [0s] o N
o o o o o o

o

87.6

GRUPO AGUA

Glucosa inicial

TRATAMIENTOS

89.2

B Glucosa final

GRUPO MaAq

Figura 8. Glicemia por tira reactiva el dia 1 y 21 de los tratamientos administrados. Dosis del extracto
1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=6, prueba t de Student (* p < 0.05).
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El dia previo al sacrificio se mantuvo en ayuno a los animales de experimentacion por un

periodo de 8 horas dentro de las cajas metabolicas con libre acceso a la ingesta de agua.

Previo al sacrificio, se realizd prueba de tolerancia a la glucosa por lo cual se administro
solucion glucosada (75 gramos) para iniciar la prueba con toma de muestras de sangre de la
cauda al minuto 0, 30, 60, 90 y 120.

Posteriormente se calcul6 el Area Bajo la Curva (AUC) obteniendo diferencias significativas
entre los dos grupos (p=0.011) (Tabla 7 y figuras 9, 10 y 11), en la cual se presento

disminucion del AUC a favor del grupo experimental.
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Figura 9. Curva de tolerancia a la glucosa al minuto 0, minuto 30, minuto 60 y minuto 120 el dia 28 de
los tratamientos administrados previo al sacrificio. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de
tratamiento. N=6, prueba t de Student.
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Figura 10. AUC de la prueba de tolerancia a la glucosa al minuto 0, minuto 30, minuto 60 y minuto 120
el dia 28 de los tratamientos administrados previo al sacrificio. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario
por 28 dias de tratamiento. N=6, prueba t de Student.
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Figura 11. AUC de la prueba de tolerancia a la glucosa el dia 28 de los tratamientos administrados previo
al sacrificio. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=6, prueba t de Student
(* p<0.05).
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Tras sedacion con pentobarbital (previo al sacrificio), se tomd una muestra sanguinea del
seno retro orbital, la cual fue centrifugada para obtener el suero y se realizo la prueba de
Bradford para cuantificacion de creatinina y proteinas en suero (Tabla 7 y figura 12).
Encontrando un incremento significativo de la creatinina y las proteinas séricas a favor del
grupo experimental, obteniendo una p de 0.042 y 0.010 respectivamente.

También se cuantificaron los parametros de transaminasas TGO y TGP en suero, sin
encontrarse diferencias significativas entre ambos grupos (p=0.562 y p=0.273) (Tabla 7 y
figura 13).
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Figura 12. Creatinina y proteinas en suero de los tratamientos administrados previo al sacrificio. Dosis
del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=6 prueba t de Student (* p < 0.05).
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Figura 13. Transaminasas en suero el dia 28 de los tratamientos administrados previo al sacrificio. Dosis
del extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=6, prueba t de Student (* p < 0.05).

La orina de ambos grupos se recolectd en cajas metabdlicas durante un periodo de 24 horas
para su posterior analisis de creatinina, proteinas y depuracion de creatinina en orina. Se
obtuvieron diferencias significativas en la que el grupo experimental presentdé una menor

excrecion de orina (p=0.006) (Tabla 7 y figura 14).
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Figura 14. Orina recolectada en 24 horas de los tratamientos administrados previo al sacrificio. Dosis del
extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t de Student (* p < 0.05).
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Respecto a la cuantificacion de creatinina en orina, no se observaron diferencias

significativas entre ambos grupos (Figura 15).
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Figura 15. Creatinina en orina de los tratamientos administrados. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o.,
diario por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t de Student (* p < 0.05)

Asi mismo, en la cuantificacion de proteinas en orina se cuantificd una mayor excrecién de

proteinas en el grupo experimental (p=0.003) (Tabla 7 y figura 16).
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Figura 16. Proteinas en orina de los tratamientos administrados. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario
por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t de Student (* p <0.05).
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Se realizo el calculo de la depuracion de creatinina en orina, utilizando la creatinina en orina

y el peso de los animales. Sin encontrar diferencias significativas entre ambos grupos
obteniendo una p de 0.383 (Tabla 7 y figura 17).
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Figura 17. Depuracion de creatinina en orina de 24 horas de los tratamientos administrados. Dosis del

extracto 1000 mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. N=10, prueba t de Student (* p < 0.05).

Efecto de MaAq a nivel histoldgico

En los higados el 33.3% se encontraron sin alteraciones y el 66.7% presento alteraciones;

encontrando binucleacion en el 49.9% del total de las muestras y balonizacion en el 16.6%

(p=0.620). En los rifiones el 82.6% se encontraron sin alteraciones y el 17.3 % de los érganos

presentaron anomalias, siendo congestion vascular la alteracion encontrada (p=0.067). (Tabla

7, tabla 8, figura 18ay b, e imagenes 2, 3y 4).

Tabla 8. Resultados del estudio histolégico de los tratamientos administrados. Dosis del extracto 1000
mg/kg v.o., diario por 28 dias de tratamiento. (higado N=9 y rifion N=7).

ORGANO GRUPO HALLAZGO
Higado Agua SA:44.4% Bal:0% Bin:55.6%
Higado MaAq SA:22.2% Bal:33.3% Bin:44.4%
Rifiones Agua SA:57.1% CV:42.9%
Rifiones MaAq SA:85.7% CV:14.3%
SA: Sin Alteraciones Bal: Balonizacién Bin: Binucleacion CV: Congestion Vascular
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Figura 18a. Alteraciones histoldgicas encontradas en los higados. Dosis del extracto 2000 mg/kg v.o., diario
por 28 dias de tratamiento (higado N=9 y rifién N=7), prueba exacta de Fisher (* p < 0.05).

PORCENTAJE %

RINONES AGUA

GRUPO AGUA

RINONES MAAQ
GRUPO M. ARBOREUS

# SIN ALTERACIONES = CONGESTION VASCULAR

Figura 18b. Alteraciones histologicas encontradas en los rifiones. Dosis del extracto 1000 mg/kg v.o., diario
por 28 dias de tratamiento (higado N=9 y rifion N=7), prueba exacta de Fisher (* p < 0.05).
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Imagen 2. Corte histolégico de higado (tincién HE) con tratamiento de MaAq visto en microscopia Optica, en
el cual se visualiza binucleacion de los hepatocitos (flechas amarillas).

Imagen 3. Corte histologico de higado (tincién HE) con tratamiento de MaAq visto en microscopia optica, en
el cual se visualiza balonizacién de los hepatocitos (flecha amarilla).

Imagen 4. Corte histol6gico de rifién (tincién HE) con tratamiento de MaAq visto en microscopia dptica, en el
cual se visualiza congestion vascular (flechas amarillas).
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10. DISCUSION

En los resultados encontrados en cuanto a la toxicidad evaluada por la prueba de Irwin, el
extracto de Malvaviscus arboreus no mostré toxicidad a nivel de SNC, ya que la prueba no
mostrd alteraciones en ninguno de los parametros estudiados durante las 4 semanas del
estudio en ninguno de los dos grupos.

Respecto al peso de 6rganos se puede suponer que el proceso asociado a un efecto toxico
podria establecer algun tipo de edema, sin embargo, al comparar los 6rganos de ambos
grupos, no encontramos diferencia estadisticamente significativa; teniendo un segundo
parametro que nos muestra la ausencia de efectos toxicos.

En lo referente a los efectos de la administracion subcrénica del extracto en el metabolismo
de la glucosa, no se encontraron diferencias significativas en los parametros al inicio del
tratamiento y en el dia 21; ya que al estar utilizando un compuesto rico en glucésidos de
kaempferol, podriamos pensar que se pudieran alterar los niveles de glicemia, sin embargo,
no fue asi. En el manejo de la glucosa a lo largo del tiempo, pudimos observar que el extracto
disminuyo el Area Bajo la Curva respecto al tratamiento control (agua); lo cual significa que
la administracion del extracto de Malvaviscus arboreus, ademas de no alterar la glucosa en
ayuno, si modifica el proceso del manejo en los niveles de glucosa; suponiendo que tiene un
efecto antihiperglucémico al encontrar diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, a favor del grupo al cual se le administr6 MaAg; tal vez debido a la presencia
de flavonoides que actuaron como antiinflamtorios ademas del efecto hipoglucemiante ya
reprotado en la bilbiografia.

A nivel hepatico, no se encontraron alteraciones en la concentracion de transaminasas, pero
a nivel histolégico hubo presencia de balonizacion y binucleacion lo cual se traduce en
probable esteatosis hepatica.

En cuanto a los marcadores de actividad renal, a pesar de no observar diferencias
significativas en los valores de la creatinina en orina en ambos grupos; si se encontrd un
incremento significativo en los valores de creatinina en suero y proteinas en orina en los
ratones tratados con el extracto de MaAq; lo cual pudiera hablarnos de un efecto renotéxico;
al igual que la elevacion de proteinas en suero, lo cual pudiera estar relacionado con los
valores obtenidos en la recoleccion de orina de 24 horas, en donde hubo una disminucion

importante de la excrecion de orina en el grupo de M. arboreus (casi de un 50%), lo cual nos
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indica que probablemente el volumen vascular también ha sido afectado; lo cual puede tener
impacto en los valores de las proteinas en suero, proteinas en orina y creatinina en orina.

A pesar de estos cambios observados, no se encontraron diferencias significativas en la
depuracion de creatinina en orina lo cual nos indica que el efecto de la administracion
subcrénica no estd alterando como tal a la funcion renal, sin embargo, se encontraron
alteraciones histologicas en el 17.3% de los rifiones (congestion vascular) y el 82.6% se
encontraban sin alteraciones.

Debido al alto porcentaje de compuestos glicosilados que contiene el extracto, asi como a la
dosis de administracion tan elevada; es probable que se iniciara con cambios a nivel hepatico,
compatibles con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), esto de acuerdo con lo encontrado a
nivel macroscopico, en la que se aprecian cambios en los higados de los ratones y a nivel
histologico con la observacion de balonizacién (16.6%) de los hepatocitos; uno de los
elementos morfoldgicos mas caracteristicos de dafio parenquimatoso en EHNA y de mayor
valor diagnostico/prondstico, como lo descrito por Murzi-Pulgar et al en el 2017, donde se
menciona la relacion estrecha de la EHNA con la insulinorresistencia y que es clave en el
desarrollo de la esteatosis hepatica, ademas de que en algunos pacientes la esteatosis hepatica
se asocia con un incremento en la produccion de citocinas proinflamatorias por los
hepatocitos y por las células no parenquimatosas.

La presencia de esteatosis y balonizacion hepatocelular, asi como la movilizacion de células
de Kupffer en el higado de las ratas, sugiere un higado graso no alcohdlico. La Asociacion
Americana para el Estudio de las Enfermedades del Higado definié como criterios para el
diagndstico de la EHNA en humanos la presencia de esteatosis en combinacion con
hepatocitos balonizados, asi como de infiltrado inflamatorio mixto acompafiado, en
ocasiones de fibrosis, lo cual fue reportado en un estudio realizado en el 2007 por Daniele et
al., en Argentina. 42

La balonizacién de los hepatocitos es el rasgo méas caracteristico de la esteatohepatitis y
tipicamente se asocia con la formacion de cuerpos de Mallory. 4

Dentro de los hallazgos histoldgicos, también se observd binucleacion (49.9%) en los
hepatocitos, como lo encontrado en un estudio realizado por Kosif et al., en el 2010 donde se
observaron cambios degenerativos como agrandamiento nuclear en los hepatocitos,

binucleacion y ligero aumento de la cromatina en el higado, como respuesta a la degeneracion
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que puede ocurrir dependiendo de una dosis alta (1000mg/kg),** al compararse con la dosis
utilizada en un estudio realizado en el afio 2020 por Campos et al., en el cual la dosis
terapéutica de Malvaviscus arboreus para obtener un efeto antiulceroso fue de 180 mg/kg.t3
De acuerdo con esta informacion se podria decir que, si se utilizara una dosis terapéutica de

Malvaviscus arboreus, no deberian presentarse efectos toxicos a nivel renal y/o hepatico.

Limitaciones
El no haber llevado a cabo la evaluacion genotdxica y de la funcion cardiaca, asi como no

cuantificar interleucinas.

Fortalezas
En este estudio se contd con la elaboracidon de un extracto estandarizado en soforésido y
sambubiosido de kaempferol, asi como las instalaciones para realizar en un futuro, estudios

mas amplios de tipo toxicologico.

Nuevas lineas de investigacion

El presente estudio nos sirvio para dar paso a nuevos protocolos en los cuales se estudien
diferentes dosis del extracto, asi como la realizacién de estudios de toxicidad cronica. Es
necesario evaluar si los efectos renotoxicos y hepatotxicos son permanentes o transitorios;

y estudiar si pueden desaprecer al suspender el extracto.
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11. CONCLUSIONES

De los resultados del efecto de la administracion subcrdnica del extracto acuoso de
Malvaviscus arboreus, se pudo identificar que no existié un incremento de los niveles de
glucosa posterior a la administracion del tratamiento; suponiendo que pudo afectarse debido
a la presencia de principios activos glicosilados, los cuales pudieron tener un efecto alterando
los niveles de glicemia.

Sin embargo, a nivel hepatico y renal si se observaron cambios tanto en los parametros
bioquimicos, fisiologicos e histoldgicos, lo cual nos reflejé un efecto tdxico a nivel renal y
hepatico.

Recordemos que la dosis terapéutica de Malvaviscus arboreus es de 180 mg/kg y en nuestro
estudio se utiliz6 una dosis alta de 1000 mg/kg; por lo cual en un futuro se pueden utilizar

dosis terapéuticas para nuevos estudios de tipo toxicoldgico.
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ANEXOS



Evaluacion de la toxicidad en sistema nervioso central y periférico/Prueba de Irwin

RATON R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10

Peso

Pasividad

Estereotipia

Grooming

Acicalamiento

Vocalizacion

Hiperactividad

Agresién

Tremor

Espasmos

Convulsiones

Reflejo de enderezamiento

Incapacidad de caminar.

Actividad prensil

Tono muscular de tren trasero

Salivacion, Apertura palpebral, exoftalmia,
piloereccion, urinacion, aumento de taza
respiratoria, cambio de color de piel

Defecacion

Anotaciones de los resultados
0=Ausente

1=Leve

2= Moderado

3=Severo
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Perfil toxicoldgico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus
PARAMETROS BIOQUIMICOS (control agua)

AST
ALT

Proteinas en
suero
Creatinina en
suero

Proteinas en
orina

Creatinina en
orina
Glucosadia 1

Glucosadia 21

AST
ALT

Proteinas en
suero
Creatinina en
suero

Proteinas en
orina

Creatinina en
orina
Glucosadia 1l

Glucosadia 21

Instrumento de recoleccion de datos

R1

R2

R3

R4

R5

PARAMETROS BIOQUIMICOS (dosis 1000 mg/kg)

R1

R4

R5

R7

R8

R6

R10



R1

R2

R3

R4

R5

R6

R1

R2

R3

R4

R5

R6

CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA
GRUPO CONTROL AGUA

0,

CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA
GRUPO Malvaviscus arboreus

0!

30’

30’

60’

60’

90’

90’

120°

120°
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Anexo 5

Instrumento de recoleccién de datos (histologia)

Perfil toxicologico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus

HISTOLOGIA RINONES

GLOMERULONEFRITIS NO Sl
AMILOIDOSIS NO Sl
NECROSIS NO Sl
CONGESTION VASCULAR NO Sl

HISTOLOGIA HIGADO

CELULAS DE KUPFFER NO Sl
DEGENERACION HIDROPICA NO Sl
NECROSIS NO Sl
BINUCLEACION NO Sl
BALONIZACION NO Sl
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ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JESUS ENRIQUE JIMENEZ FERRER | Fecha:2024-04-30 09:17:48 | FIRMANTE
0ACXISESS/mMRsqNxPTOUYWnpo4DtmULO+dw6TTALg8DNnP+IpDeTegatuF/8v/ICKENT5+czruXkfhilalLT7enInZIHzuP6Lf/v/8MwlILazCv3q7VoLqPwS8gRtzkACcBoqgWdf2owuM
kpembXIdUyWS3G6BvejBKYETqa80QmPVHUPINXPObcXPEyeWQ8d6aG3mG7L8qGquUQ1zu6KFRhL+ISCW3EweDJInJoig3tTeXGwrbLflvo2WKVNOE3F1URfRapHpdIGKPI20
Ub086HBe/e0kigv6+3zD3UYTCDMfY SikwbLAfMmiOpa+rOItGFe137BP/Bg27SyJféewhITmUxw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

4HUYoKsza

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/RCrdcUcvUuU97wCXrRkGyomgIQNihHuX
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FACULTAD DE MEDICINA

Coordinacién General de Posgrado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 11 de abril de 2024.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina

Presente

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Perfil
toxicoldgico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus*, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Alma Heidi Coss Mejia. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado
de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitaciéon a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Tel. (777) 329 7048, / medicina@uaem.mx

Calle Iztaccihuatl esq. Leferos s/n, Col. Los Volcanes Cuernavaca, Mor., Cuernavaca Morelos, México, ’ ~A
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ALEJANDRO ZAMILPA ALVAREZ | Fecha:2024-04-21 20:27:43 | FIRMANTE
kax5uqn/AeJ8Kg3rIZTOwk6qCuJuDsBqLy3EjnQCo2d50ng+Ts1cKFghTiIFUX9Fwy99d/s+2pazPJ9Zk/8XZUEQXDOx6dQIwDwyASI7+haKEm18xzx7VKVBvV+Tq3ZSVXItozeK3Xa
C1r/Gad5XUTxuEVx46Bbmxme8Ge/ppMWewtWGjmOG+HWO59v7exV6LiWeqDbAfddfw86+xVccJovMN92iW2WxaBbVkxNgw/s+NsOWjeP1hFPtteXfT5jp7aRtwKC8mxKQfNVA
sg6816Cy8rYHUSwzxAobrGbNs+KVPWHM7HCVg6rIskrEU2/Gzqwl/jp99Lb8B5SHbLJIIT1Z+w==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

Bbz8Qzjc2

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/9rbU50YmkjsCMmUdkCPh3UGOwPh60knN
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FACULTAD DE MEDICINA

Coordinacién General de Posgrado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 11 de abril de 2024.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina

Presente

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Perfil
toxicoldgico de un extracto acuoso de Malvaviscus arboreus*, que para obtener el grado de Maestria
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Alma Heidi Coss Mejia. Le comunico que su contenido es
adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado
de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitaciéon a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Armando Herrera Arellano

Tel. (777) 329 7048, / medicina@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ARMANDO HERRERA ARELLANO | Fecha:2024-04-12 01:52:41 | Firmante

qfGQotXO0SQfOt8ESYysH2gPHQRVCgmpYr5Wy4fN9iyx9wunSdgEY xw5IFvghjkVB7v9Zv9gvOsaoDhMPIERFs37r2jPOhfwCwmducNzmzZ59raLVWhPYL5DdXusP99UqB9+Df8h
TDP+MQILZKW8mO0kg2bpsC7RxkP5tQv4BFHSIKJIdKPFX5MIW09fn6CSNswsjA3k6uz99TmTKKw9Ogw26wVICm36nGl1RdobVI4Fb4RM/xdi2fHbp87RFIEAag+57xikdXJgLOFo
VAvdhJyK7582XQhA3aoTaY OGCFJ9pH/VhW+X9paypU3M7r5YFmgY3QJh+mcV1aYhSYjBLYHZCA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

MadzIxYv9

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/8VoszU6xaPaArwfLEdwRceAioM2SIP9l
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