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Capacidad disolutiva sobre célculos biliares de colesterol de

cuatro especies medicinales in vitro

Resumen.

La litiasis biliar es un problema global de salud publica y cerca del 20% en el pais
pueden presentarla, padeciendo problemas digestivos, inflamacion y dolor cuando
es sintomatica, donde, la cirugia radical por colecistectomia sigue siendo el
tratamiento convencional mas recurrente. Este estudio evalud la efectividad de
cuatro especies utilizadas tradicionalmente para tratar la colelitiasis mediante un

modelo de disolucién in vitro.

Para evaluar el potencial de disolucion de calculos biliares, se evaluaron extractos
hidroalcohdlicos al 50% de las especies Eryngium carlinae (yerba del sapo),
Raphanus sativus var. niger (rabano negro), Silybum marianum (silimarina) y
Solanum lycopersicum (jitomate comuan). Se utilizaron 30 calculos formados
mayormente por colesterol, seleccionados de un total de 1,597 obtenidos por
colecistectomia. Los célculos se clasificaron por su perfil siguiendo el criterio de la
Guia Japonesa para el estudio de los Calculos Biliares. Para mejorar la solubilidad
y asemejar las condiciones de la vesicula biliar, la temperatura de prueba fue de
entre 35°y 37°C y la renovacion de los extractos cada hora por 20 h. Se utilizaron
etanol al 50% vy éter etilico 99% como testigos negativo y positivo,
respectivamente. La tasa de disoluciéon de los medios fue estimada como la
reduccion en la masa de los calculos tratados (g/ml/h). Los estudios estadisticos
(PERMANOVA, Similitudes, Monte Carlo) refieren la existencia de diferencias
altamente significativas (P= 0.0001) entre testigos y extractos: una mayor tasa de
disolucidén de los extractos de silimarina, yerba del sapo y rabano negro (0.00280-
0.00285 g/ml/h) sobre el jitomate coman (0.00270 g/mi/h) y de éstos sobre el
etanol (0.00255 g/ml/h), pero 6 veces menor capacidad de todos a la del éter etilico
(0.00715 g/ml/h). Estos resultados podrian contribuir al desarrollo de una opcion
mas inocua, econdémica y no invasiva como pudiera ser un producto a base de
yerba del sapo, silimarina y el rdbano negro como tratamiento oral para la

colelitiasis.



Abstract.

Gallstones are a global public health problem that affect about 20% of Mexican
population. The radical cholecystectomy surgery remains the most conventional
treatment. This study evaluates the effectiveness of four plants traditionally used

to treat cholelithiasis using an in vitro dissolution model.

To evaluate the dissolution potential, 50% hydroalcoholic extracts of the species
Eryngium carlinae (yerba del sapo), Raphanus sativus var. niger (black radish),
Silybum marianum (silymarin) and Solanum lycopersicum (common tomato) and
30 stones formed by =270% cholesterol selected from 1,597 obtained by
cholecystectomy, were used. The stones were classified by their profile following
the criteria of the Japanese Guide for the Study of Gallstones. To improve solubility
and resemble gallbladder conditions, the test temperature was between 35° to 37°
C, and the extracts were renewed every hour for 20 h. 50% ethanol and 99% ethyl
ether were used as negative and positive controls, respectively. The dissolution
rate of the media was estimated as the reduction in the mass of the treated stones
(g/ml/h). Statistical studies (PERMANOVA, Resemblance, Monte Carlo) report the
existence of highly significant differences (P = 0.0001) between controls and
among extracts: a higher dissolution rate of silymarin, yerba del sapo and black
radish extracts (0.00280-0.00285 g/ml/h) on common tomato (0.00270 g/ml/h) and
of these on ethanol (0.00255 g/ml/h), but 6 times lower capacity of all of them that
ethyl ether (0.00715 g/ml/h). These results could contribute to the development of
a safer, cheaper and less invasive therapy, such as a product containing yerba del

sapo, silymarin and black radish as oral treatment for cholelithiasis.



Introduccion.

La colelitiasis refiere el conjunto de padecimientos inflamatorios en la vesicula
biliar derivados de la formacion de calculos biliares, entre sus causas se
encuentran la hipercolesterolemia biliar y plasmética (Gomez 2007). La colelitiasis
es un padecimiento comun a nivel global y alcanza del 12-20% en adultos, con
una incidencia geograficamente diferencial debido a causas ambientales y
dietéticas (Lin et al. 1994, Gomez 2007, IMSS 2010). En México, su prevalencia
es de alrededor del 8.5% en hombres y 20.5% en mujeres (Gonzalez et al. 2005).

Los célculos o litos biliares son agregados derivados de lodos biliares. Existen
varios tipos de célculos debido a su etiologia (puros, mixtos, combinados y
pigmentados), su contenido puede ser de colesterol, carbonatos, bilirrubinas,
proteina y fosfatos; aunque aquellos litos de colesterol puro son raros (10%), es
comun encontrar una buena proporcién de colesterol en todos los tipos (Yamagata
S & Maki T. 1986, Campos 1992).

El tamafio del célculo y su etiologia son relevantes, porque condicionan el tipo de
tratamiento que se utilizara entre un namero variado de ellos (Kim et al. 2003,
Gomez 2007); el mas conocido es la colecistectomia laparoscopica, que es la
terapia médica convencional mas recurrente (Gomez 2007), pero conlleva efectos
indeseables, ya que altera permanentemente en lo general la digestion (Tint et al.
1982, Attili et al. 1995). Otra técnica quirdrgica menos frecuente es la
esfinterotomia para drenar calculos menores (A.C.S. 2015). Existen terapias
médicas menos invasivas, que se han desarrollado para disolver o triturar los
calculos biliares usando solventes organicos como el metil terbutil éter (MTBE) y
el éter etilico, entre otros solventes o mediante técnicas que emplean ondas
sbnicas de choque como la litotricia biliar extracorpérea (ESWL) o el uso de laser
sobre los célculos, que parece tener menores efectos adversos (Fromm et al.
1983, Erlinger et al. 1984, Allen et al. 1985, O’Leary & Johnson 1993, Schoenfield
& Marks 1993, Leuschner et al. 1994); Ademas, se han desarrollado tratamientos
orales no invasivos con ac. quenodeoxicélico (CDCA) y &c. ursodeoxicolico

(UDCA) en terapias a mediano plazo; todas estas técnicas han ido modificandose



con el tiempo o han quedado en desuso, debido a la falta de eficacia, diversos
grados de riesgo, efectos colaterales, recurrencia, toxicidad o costo excesivo
(Mack et al. 1981, Ellis et al. 1984, May et al. 1993).

Ademas, los tratamientos convencionales no invasivos parecen ser una solucién
temporal, debido a que una gran parte de los pacientes tratados presentan
reincidencia (Gomez 2007) y por ello, recurran a la cirugia. Debido a los
inconvenientes que presentan los tratamientos médicos convencionales
sefialados con anterioridad, el responsable de la salud como el paciente
frecuentemente opta por una alternativa mas inocua, como lo es la medicina
tradicional herbolaria (MTH), la cual, con el tiempo, ha ido incrementando su
preferencia en la terapéutica global (Aguilar y Martinez 1993, Kaur et al. 2013).
Por ello, en este estudio se probd la accion disolvente sobre céalculos de colesterol,
de los extractos hidroalcohdlicos de cuatro especies que se utilizan
tradicionalmente para tratar la colelitiasis y que se ha reportado (Castro-Torres et
al. 2012. 2013, 2014 y 2017) participan en la reduccién metabolica del colesterol:
Eryngium carlinae Delar. (yerba del sapo), Raphanus sativus var. niger (Mill.) J.
Kern. (rabano negro), Silybum marianum (L.) Gaertn. (silimarina) y Solanum
lycopersicum L. (jitomate comun), con el objeto de conocer si adicionalmente

poseen accion disolvente por contacto directo.

Antecedentes.
a) Los problemas biliares y la litiasis vesicular.

Los problemas biliares son una causa comun en la consulta clinica del servicio
meédico y representan un problema de salud a nivel global (Campos 1992, Gomez
2007). En México no es la excepcidn, se presenta en un 20% de la poblacion en
alguna etapa de su vida (IMSS 2010). Los problemas biliares son muy variados,
desde las dificultades para una colecinesis adecuada, que causa una pobre
digestién de lipidos y las consecuencias de ello, hasta la formacién de agregados
conocida como litiasis biliar, que puede ocasionar desde molestias como dolor e

inflamacion en las vias biliares, higado y vesicula, hasta un dafio pancreatico por
6



obstruccion de los conductos colédoco o pancreatico, provocando serias

complicaciones o la muerte del paciente por pancreatitis (Gomez 2007).

La litiasis biliar puede ocurrir en cualquier 6rgano de las vias biliares, como es el
higado, el conducto hepatico, colédoco y en la vesicula biliar. Cuando se presenta
en la vesicula biliar se le denomina litiasis vesicular, que es el tipo mas comun en
la consulta médica (Gomez 2007, IMSS 2010).

b) Causas principales de la litiasis vesicular.

Las causas de la litiasis vesicular son la hipercolesterolemia biliar, hiperplasia e
hipocinética vesicular (Campos 1992, Avinash et al. 2017) y los factores de riesgo
son el sobrepeso, la pérdida brusca de peso, el embarazo, el uso de
anticonceptivos (estrogenos), la diabetes, la hiperlipidemia por colesterol, las
drogas hipolipemiantes (clofibrato), gastrectomias con vaguectomia y los niveles
elevados de colesterol en sangre (Gomez 2007). Ademas, pueden coincidir
factores genéticos relacionados al metabolismo de la lecitina, las prostaglandinas
y produccion anormal de moco, asi como problemas funcionales en el fluido y
transporte de los electrolitos (Campos 1992). En su formacion, inicialmente los
calculos son pequenfios, por lo que a veces, se utiliza la expresién lodo biliar para
referirse a particulas con diametro inferior o igual a 2 mm. (Gomez 2007). Los
calculos vesiculares son variados como se puede observar en la Figura 1 y pueden
estar formados por sustancias diversas como el colesterol, fosfatos, bilis y lecitina
entre otras, lo que dificulta una identificacion adecuada en relaciobn a su
composicion y que para una identificacion quimica, fuera necesario en todos los
casos, el uso de un equipo de quimica analitica para HPLC o de andlisis por
Resonancia Magnética; por este inconveniente, un equipo japonés, conformado
por especialistas para el estudio de los célculos biliares, desarroll6 en los 80°s.
una guia practica que permite de forma rapida, clasificar los litos considerando su
aspecto exterior (corte, color, forma), como se aprecia en la Figura 2, infiriendo asi
sobre su composicion quimica; esta guia es utilizada en laboratorios de patologia

clinica en Asia y en paises del Occidente, para la identificacién y clasificacién de



los célculos biliares provenientes de colecistectomias (Yamagata S & Maki T.
1986, Kim et al. 2003).
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Figura 1.- Diversidad en los tipos y tamafios de calculos vesiculares colectados para este estudio,
desde <1mm hasta > 50mm de longitud, con célculos mixtos, combinados, de colesterol puro 'y
aquellos no identificados, una vez retiradas las impurezas.

Figura 2.- Clasificacion de los calculos biliares colectados infiriendo su naturaleza y basada en
criterios de la Guia Japonesa para el estudio de los célculos biliares (Yamagata & Maki 1986), foto
del autor.



c) Los célculos de colesterol.

La formacion de calculos ricos en colesterol se presenta solo en la vesicula biliar
y se debe principalmente a dos condiciones fundamentales: la precipitacion de
depdsitos minerales o de acidos biliares formados a partir del colesterol, causando
una hipersaturacion de colesterol en bilis y los defectos en la nucleacion, por lo
que se hipotetiza que, los acidos biliares de cadena corta por una accion
disgregante solubilizan el colesterol en la solucion biliar impidiendo su
precipitacion (Tepperman et al. 1964). La bilis humana, por su composicién
lipidica, reside en el limite de la solubilizacién micelar, lo que conlleva una gran
facilidad para sobrepasar ese limite y generar este tipo de célculos. Los calculos
de colesterol (puros y combinados) con concentraciones relevantes entre 70-95%
seran los de interés en este estudio, ya que su ocurrencia cercana del 80% de los
pacientes enfatiza la importancia de su estudio (Kim et al. 2003). La Figura 3

muestra la gran diversidad de tamafios y composicidn que pueden presentarse en

los calculos de este tipo.

Figura 3.- Calculos biliares formados principalmente por colesterol, seleccionados de colectas en
2020, se observa la diversidad de tamafio y forma inicial (izquierda), y la uniformidad que se logro
después de la estandarizacion de su masa (derecha), previo a las pruebas de disolucién. Fotos del
autor.



d) Terapéutica convencional para tratar la litiasis biliar.

En la terapéutica de la medicina convencional, la colecistectomia es el tratamiento
meédico mas recurrente. Se estima que, en el pais se realizan alrededor de 500 mil
colecistectomias anualmente (IMSS 2010), pero esta cirugia radical conlleva
efectos indeseables, ya que altera permanentemente en lo general, la digestion
de las proteinas, vitaminas liposolubles y lipidos, debido a una insuficiencia de bilis
en el duodeno y causando una pobre accion enzimatica de la pancreatina (Tint et
al. 1982, Attili et al. 1995). Por otro lado, con el objeto de dar una solucion al
problema de colelitiasis de una forma menos radical, durante el siglo pasado e
inicios de éste, se han probado un sinnimero de sustancias de diversos grupos
organicos como los solventes volatiles, para disolver los calculos de colesterol, el
metil terbutil éter (MTBE), éster etilico del acido propidnico, mono-octanoina,
colato de sodio, conjugado de acido cdlico, heparina y cloroformo con diversos
grados de eficacia y toxicidad. En 1891 Walker reportd una terapia topica con éter
etilico (EE) para disolver piedras biliares y durante 80 afios prosiguieron
conjuntamente combinando con cloroformo y aceite de olivo, aplicados a través
de un conector de cristal “T”, para su recirculacion directamente en la vesicula con
pacientes in vivo, con el fin de disolver por contacto los célculos de colesterol
(Pribam 1939); estas terapias descritas han mostrado diversos grados de baja
efectividad o excesiva irritacion, toxicidad, malestar, calcificacién y peligro de
flamabilidad, por lo que cayeron en desuso en los 70°s (Pitt et al. 1989). El éter
etilico (EE) es un excelente agente disolvente de colesterol, pero sus efectos
colaterales muy dafiinos acabaron con su amplia aceptacion. El éter vaporiza a
temperatura corpOrea, asi que 1 ml liquido produce 2.24 ml de vapor que
facilmente penetra los tejidos adyacentes; mezclas de éter con aceite de olivo se
han probado sin algin cambio significativo en eficacia o toxicidad agregando dicho
aceite (Pitt et al. 1989, Vergunst et al. 1991). La hoja de seguridad industrial para
la normativa europea lo refiere como de toxicidad oral aguda de categoria 4:
nocivo en caso de ingestion, en dosis de 500 mg/kg y un riesgo de salud 2:
Peligroso (ThermoFisher Sci. 2020).
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Después de que los solventes inorganicos quedaran en desuso, surgieron nuevas
esperanzas para los tratamientos médicos convencionales no invasivos, como
fueron las terapias orales con acidos biliares, los mas utilizados fueron el ac.
guenodeoxicolico (CDCA) y su 7-B-hidroxi epimero, el &c. ursodeoxicolico (UDCA);
la accion terapéutica de estos acidos biliares se debe a dos propiedades
complementarias: la desaturacion biliar de colesterol y una accion litolitica directa
por disolucion. La inhibicion de la enzima 3-HMGCOoA reductasa por el CDCA
bloquea la sintesis hepatica de colesterol, lo que resulta en una menor disminucién
de su concentracion en bilis, mientras que el UDCA reduce la absorcién intestinal
del colesterol a la vez que licua los cristales de colesterol superficiales en los
calculos (Gomez 2007). Desafortunadamente, las terapias orales con el uso del
CDCA y UDCA requieren de un tratamiento de mediano a largo plazo, elevando el
costo final, que va de entre 6 meses a 4 afos, con una efectividad menor del 50%
en pacientes analizados por radiotransparencia (Allen et al. 1985), con costos
iniciando en los $1,300.00 USD a mas de $1,600.00 USD por afio y sobrellevando
un riesgo de toxicidad e irritacion tisular (Pitt et al. 1989, Vergunst et al. 1991, Duca
et al. 2003, A.C.S. 2015, Heuman 2017); el costo de los tratamientos orales con
acidos biliares aunque pudiera ser elevado, resultaria comparativamente bajo al
de una colecistectomia ($6,000.00 - $10,000.00 USD) .

e) La importancia de las plantas como parte de la terapéutica de la Medicina

Tradicional.

Por otro lado, se estima que el hombre desde su origen ha dependido de las
especies vegetales para su supervivencia, incluso de aquellas de uso medicinal
(Casas et al. 1996, Casas et al. 2007, Ramawat & Mérillon 2008, Lira et al. 2009).
Antecedentes sobre su aprovechamiento son remotos, desde los primeros restos
arqueoldgicos como los petroglifos Gobekli Tepe en Turquia (14,000 Antes de
nuestra Era), hasta las referencias contenidas en libros sagrados como el Talmud

y la Biblia (2,332 - 1,468 A.E.). En México se encontraron plantas medicinales en
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restos arqueoldgicos que datan de 2,300 al 510 A.E. en las Tumbas de Tiro, los
Jardines de Moctezuma y referencias prehispanicas en los Codices Florentino y
Cruz-Badiano (Gordon 1977; Zohary 1982; Savnur 1984; Brown 1995; Chevallier
1996; Palevitch & Yaniv 2000; Lev 2002; Ramawat Y Mérillon 2008; Vallejo et al.
2009; Cirilo et al. 2011; Lee 2011). Por ello, las especies de plantas medicinales
han sido fundamentales en la practica histérica de la Medicina Tradicional (MT) a
nivel global.

La Medicina Tradicional Herbolaria (MTH) con el uso de especies medicinales en
la elaboracién de tés, tisanas, tinturas, extractos, maceraciones, jarabes o
capsulas, ha tratado problemas biliares relacionados con la formacién de calculos
como la aglutinacién y precipitacion del colesterol en la bilis, disminuyendo asi la
propension a la colelitiasis, ademas de mejorar la colecinesis y el flujo en las vias
biliares (colagogo); se considera que los fito-activos actdan sobre el sistema de
produccion biliar y la secrecion, ejerciendo accién en varias rutas como la
dependiente de la colecistocinina y la contraccion independiente de la vesicula,
hasta la regulacion de la sintesis de los acidos biliares, la estimulacién de la bomba
exportadora de las sales biliares, el sistema transportador de la proteina resistente
a multiples farmacos y al flujo osmatico biliar (Spiridonov 2012); aunado a esto,
existen las plantas de efecto colerético (aumento de la produccion biliar),
resultando con ambos efectos la depuracion del contenido vesicular y la regulacion
del proceso digestivo, aunque en ocasiones, la efectividad de los tratamientos
naturistas pareciera ser limitada e incierta (Crocenzi & Roma 2006, Spiridonov
2012, Wanijari et al. 2016, Avinash et al. 2017).

En Meso y Sudamérica, la MT utiliza varias especies para tratar la colelitiasis,
colecistitis e ictericia (Fernandez et al. 2003, UNAM 2009), como la aceitilla blanca
(Bidens odorata, B. pilosa), anawayu (Adesmia miraflorensis), berro (Nasturtium
officinale). Ramirez (1998) afirma que utilizando partes secas de diente de leén
(Taraxacum officinale), boldo (Peumus boldus), cardo mariano (Silybum
marianum) y alcachofa (Cynara scolymus) debido a la accion de los terpenos
(saponinas), se logra la disolucion oral de los calculos biliares, pero agregando a
éstas acidos biliares (UDCA o CDCA) se mejora su efectividad.
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Ademas, vegetales llamados “alimentos funcionales”, como la verdolaga comun
(Portulaca oleracea) de origen Indu, la verdolaga de playa (Trianthema monogyna
y T. americana), el jitomate (Solanum lycopersicum) y la uva (Vitis vinifera) actian
en la disolucion del fosfato de calcio y colesterol, fueron utilizados por Das &
Verma (2008) probando su eficacia comparativamente a la de acidos biliares como
CDCA (4c. chenodeoxicélico) y UCDA (ac. ursodeoxicélico), obteniendo la
disolucion de célculos biliares de colesterol. Fetrow & Avila (2000) ademas refieren
gue la uva de Oregon o Mahonia (Mahonia aquifolium, sin. Berberis aquifolium) es
recomendada por meédicos botanicos para la colelitiasis (Moga 2003). El pega-
ropa o pegapega (Desmonium canum, sin. D. incanum) que es ademas utilizado
en China para este fin, Conabio y la Biblioteca Digital de la MT Mexicana de la
UNAM reconocen su uso medicinal pero no para problemas biliares (Conabio
2009, UNAM 2009).

Asi también, es recomendada una dieta rica en vegetales conteniendo alimentos
funcionales, como refieren Mc Cleary & Prosky (2000), éstos son Utiles para
prevenir un amplio rango de enfermedades como gripes, problemas intestinales,
diverticulitis, colitis, diabetes obesidad, cancer de colon vy litiasis biliar.
Vidyashankar et al. (2010) sefialan que una dieta frecuente agregando el ajo y la
cebolla, reduce considerablemente la aparicion de calculos biliares de colesterol y
disminuye la gravedad de los sintomas si ya se padecen, debido a que su consumo
regular ocasiona cambios en la concentracion de lipidos biliares. Aun y cuando los
alimentos funcionales no han sido estudiados a profundidad, el rol que juegan
como factores atenuantes y regresivos de los calculos de colesterol es bien
conocido en el saber popular. En especies como la cebolla, ajo, fenogreco,
pimiento morrén y curcuma se ha estudiado ampliamente el efecto hipo-
colesterolémico bajo condiciones experimentales, por lo que su uso pudiera

considerarse como preventivo (Vidyashankar et al. 2010, Abdel et al. 2014).
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f) Descripcidon monografica, etnobotanica y rasgos de interés bioquimico de cuatro

especies medicinales utilizadas para tratar los problemas biliares.

f 1.- Eryngium carlinae F.(Delar), Yerba del Sapo, Hierba del Sapo,
Kokixukurhi (purépecha), motita de sapo, estrellita, mosquitas, perejil del monte,
cabezona (Figura 4).

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Order: Apiales Nakai

Familia: Apiaceae Lindl.

Género: Eryngium L.

Hierba que en época de floracion llega a medir hasta 25 cm de altura. Sus hojas
basales arrosetadas, son alargadas y presentan un borde dentado y espinoso, con
apariencia de lanzas. Las flores nacen en varios tallos que terminan en grupos de
flores numerosas, de color azul o violaceo. Planta originaria de Meéxico de
ocurrencia silvestre, se presenta en clima templado, entre 1700 y 2400 msnm,
aunque se ha observado también en climas tropicales casi a nivel del mar; crece
en terrenos de cultivo abandonados, a orilla de caminos y es comdn en vegetacion
perturbada de bosque mesdfilo de montafia, de encino, de pino y mixto de encino-
pino. En la regién huasteca donde fue colectada crece de forma silvestre, en
potrero con pastizal de suelo arcilloso, clima tropical (caluroso-himedo).

La parte aérea de la planta se utiliza en padecimientos del rifion. Ademas, el té se
usa contra la congestion del pecho, el dolor de espalda y el de huesos. La parte
aérea es usada en lavados vaginales y punzadas en el oido. La planta completa
hervida se usa para combatir algunas enfermedades venéreas y para casos de
fiebre y prurito; se utiliza también para trastornos gastrointestinales, contra la
inflamacion y los dolores de estbmago e intestino, para la bilis y contra la

mordedura de serpientes venenosas (Argueta et al. 1994).
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El Dr. Erick Estrada y J. L. Morales (2012) en su libro “La prodigiosa yerba del
sapo” sefalan que Eryngium carlinae es efectiva para eliminar problemas de salud
como hipercolesterolemia, calculos biliares y renales debido al alto contenido de
saponinas que actuan disolviendo los agregados lipidicos biliares, mediante
tratamientos orales. Estudios mas recientes sefialan que su principal metabolito
secundario (D-mannitol) actia sobre los transportadores de colesterol intestinales
Abcg5 y Abcg8 reduciendo su flujo sérico y con ello, se disminuye el colesterol

hepatico indirecto (Castro-Torres et al. 2017).

Figura 4.- Eryngium carlinae F. (Delar), tallo aéreo con las inflorescencias. Foto del autor.
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f 2.- Silybum marianum (L.) Gaertn., cardo mariano, cardo santo, cardo de
leche, silimarina, cardo espinoso. blessed milkthistle, spotted thistle, variegated
thistle, holy thistle, lady's thistle (Figura 5).

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Asterales Link

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl|

Género: Silybum Adans.

Hierba anual o bianual, erecta, hasta de 2 m de alto, tallo robusto, sin pelos o
ligeramente aracnoideo-pubescentes, hojas inferiores forman una roseta basal,
oblongas a elipticas en contorno general, hasta de 50 cm de largo y 25 cm de
ancho, pinnatifidas, con espinas amarillentas hasta de 8 mm de largo en el
margen, manchadas de blanco en el haz, con pocos pelos o sin ellos, las hojas
caulinares (las que se encuentran sobre el tallo) paulatinamente menores y menos
profundamente partidas. Inflorescencia en cabezuelas solitarias o agrupadas por
pocas; involucro de la cabezuela subgloboso, de 2.5 a 4 cm de largo, sus bracteas
+ 50, las interiores lineares y sin espinas, las demas ovadas y espinosas en el
margen, terminando en una punta espinosa hasta de 5 cm de largo, dirigida hacia
afuera; flores por lo general mas de 100, corolas de £+ 3 cm de largo, rosado-
moradas en el limbo, que mide cerca de 1 cm de largo. Frutos y semillas, tipo
aquenio de 6 a 8 mm de largo, café oscuro, brillante, vilano de + 100 cerdas
blanquecinas, desiguales, de 12 a 20 mm de largo. Planta de tallo muy espinoso
(Rzedowski y Rzedowski 2001, Conabio 2012). El 6rgano utilizado principalmente
para obtencion de los derivados de silimarina es la semilla, que contiene la mayor
cantidad de activos, en ocasiones se utiliza todo el tallo. Su principal principio
activo, la silimarina esta constituida por flavolignanos isomeros: silibina, isosilibina,
silibinina, silidianina y silicristina, siendo el primero el mas activo. Ademas,
contiene fitoesteroles, acidos organicos, sapondsidos y aceite esencial entre otros
componentes. La silimarina tiene accién hepato-protectora capaz de antagonizar
los efectos oxidativos y toxicos de ciertas sustancias que atacan los hepatocitos,
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como la faloidina (toxina del hongo Amanita phalloides), el alcohol etilico, el
tetracloruro de carbono, incluso del dioxido de cloro tan de moda e inhibe la
peroxidacion lipidica. Su uso también estéa indicado en caso de hepatitis, cirrosis
y trastornos hepaticos (Arteche et al. 2019). Crece abundantemente en terrenos
de cultivo y aquellos abandonados, en potreros y llanos, principalmente con suelos

humedos o cercanos a la orilla de rios y humedales.

La silimarina o cardo mariano Silybum marianum, especie de amplia distribucion
global, su sabia contiene la mezcla de cuatro flavonolignanos isoméricos, silibinina
(que es el méas activo), isosilibinina, silydianina y silycristina (Crocenzi & Roma
2006, Archeve et al. 2019). Estos metabolitos inducen la salida de &cidos biliares
(colagogo), favorecen el flujo biliar desde el higado para tratar la colestasis y

desordenes hepatobiliares, actuando como preventivo de la colelitiasis.
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Figura 5.- Silybum marianum (L.) Gaert., tallo aéreo con inflorescencias; aquenios amplificados en la figura
del angulo inferior derecho. Foto propiedad de Conabio.
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f 3.- Raphanus sativus var. niger (Mill.) J. Kern. rabano negro, black
radish (Figura 6).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Brassicales Bromhead
Familia: Brassicaceae Burnett
Género: Raphanus L.

Especie: Raphanus sativus L.

Hierba anual o bianual, erecta, ramificada, de 0.5 a 1.20 m de altura. Tallo liso y
glabro o algo hispido, ampliamente ramificado. Hojas finamente pubescentes con
bordes irregularmente dentados, agrupadas en roseta caracteristica, hasta 24 cm
de largo por 12 cm de ancho, largamente espatuladas u obovadas, pinnatifidas
hasta pinnatisectas, presentan un I6bulo terminal grande y ancho, I6bulos laterales
mas pequefios ovados u oblongos; hojas caulinares enteras, lanceoladas.
Inflorescencia de tipo racimo terminal. Flores con pétalos de 11 a 20 mm de largo,
toda la flor de 2 a 2.2 cm de didmetro, violaceos a rosados a blancos, con
nervaduras conspicuas de color mas oscuro, luego de la fecundacién los pétalos
pierden su color tornandose casi blancos. Frutos y semillas de tipo silicuas
indehiscentes, glabras, gruesas, presentan varias nervaduras longitudinales,
carnosas, cilindrico-lanceoladas u oblongo-conicas, no presentan contracciones
transversales o muy ligeras entre semillas, atenuadas ligeramente hacia el apice,
de 3 a 8 cm de largo por 5 a 10 mm de diametro, con 2 a 3 semillas por fruto.
Semillas globosas, opacas, rojizo a ocraceas a café rojizas, finamente reticuladas,
de aproximadamente 3.0 a 3.5 mm de didmetro. Las plantulas tienen cotiledones
conduplicados. Raiz carnosa, pivotante, profunda. Planta con olor a rabano al
estrujarse (Conabio 2012). El 6rgano que se utiliza con mayor frecuencia es la raiz
pivotante o primaria, pero en ocasiones se usan el té de hoja y la semilla molida
en la medicina tradicional China (Fratkin 1991, Fetrow & Avila 2000). Los
metabolitos secundarios mas importantes son los glucosinolatos, de los cuales la
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glucorafasatina representa mas del 65% de ellos. Este componente y su producto
de la hidrdlisis, la rafasatina, han demostrado propiedades antioxidantes,
hepatoprotectores y preventivos de la litiasis biliar en modelos biolégicos

experimentales (Castro-Torres et al. 2013).

Extractos y jugos obtenidos de la raiz pivotante (principal) del rAbano negro
(Raphanus sativus var. niger) han sido utilizados comunmente por la MTH para
tratar los calculos biliares de colesterol y pigmentados. Ahora se conoce que su
extracto contiene metabolitos tipo glucosinolatos (son S-glicésidos en los que la
glicona es B-D-tioglucosa y la aglicona es una oxima sulfatada), que disuelven
calculos de colesterol en roedores y para reducir los niveles de colesterol y
triglicéridos séricos (Castro-Torres et al. 2012, 2013); la glucorafanina es el
segundo glucosinolato mas concentrado, su producto de degradacion es el
sulforafano, efectivo para disminuir los niveles del colesterol hepético al inhibir la
expresion de enzimas y factores de transcripcidén asociados con su metabolismo.
Estos extractos también son dtiles como preventivos por la accion
hipocolesterolémica seérica y biliar por la actividad de los glucosinolatos
glucorafasatina y glucorafanina, y sus productos de degradacion la rafasatina y el
sulforafano, como afirman Castro-Torres y colaboradores (2014). Estos
metabolitos secundarios han demostrado propiedades antioxidantes, que, sumado
a su capacidad para disminuir los niveles de colesterol hepético, pueden prevenir
la formacion de los célculos biliares de colesterol. Se ha comprobado que su jugo
disminuye los niveles del colesterol, triglicéridos y glucosa en plasma y disuelve
los célculos biliares en los modelos animales. El jugo de su raiz se puede usar
para tratar célculos biliares en modelos animales alimentados con una dieta rica

en colesterol y acido cdlico (Castro-Torres et al. 2014).
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Figura 6.- Raphanus sativus var. niger Mill, tallo aéreo, porcion de la raiz pivotante e inflorescencias. Foto
del autor.

f.4.- Solanum lycopersicum (L.), jitomate, jitomate bola, tomate, tomato, adi-
maxi (otomi), bachuga (cuicatleca), be-thoxi, bi-tuixi, pe-thoxi, bichoaxhe,pe-thoxe
(zapoteca), ha'sikil-p'ak, p'ak, ts'ulub’p'ak (maya), tuthay, tuthey (huasteco-tenek),
mbaremoxu (mazahua), paclsha (totonaca), shitumal, xitomat (n&dhuatl), xitomatl
(nahuatl), tzajalpish (ltojolobal), xayuqui-te (huichol), xucupara (tarasco), ver
Figura 7.

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Solanaceae Juss.

Género: Solanum L.
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Hierba delicada, generalmente de vida corta, con pelos glandulares algo gomosos,
de tamafio de hasta 1 m de altura y a veces mas alta. Tallo erecto o trepador
(postrado), algo aspero al tacto. Hojas alternas, de hasta 25 cm de largo, divididas
en varios foliolos de diferentes tamafios que a su vez pueden estar divididas
principalmente en la base, de apice puntiagudo y con el margen aserrado a
ligeramente hendido. Inflorescencia con flores dispuestas en racimos cortos o
alargados, a veces ramificados, ubicados generalmente en las bifurcaciones de
los tallos o bien en los nudos. Las flores con el céaliz de 5 sépalos angostamente
triangulares, puntiagudos; la corola amarilla, en forma de estrella de 5 puntas
(raramente mas, hasta 9 principalmente en plantas cultivadas); estambres 5
(raramente mas, hasta 9 principalmente en plantas cultivadas), las anteras con
sus apices delgados estan unidas entre si rodeando al estilo. Fruto carnoso,
jugoso, globoso o alargado, de color rojo al madurar, amarillo a veces en
variedades cultivadas. Semillas numerosas, mas o menos circulares, aplanadas,
amarillas. Planta aromética que al estrujarse libera el tipico olor a tomate
(Rzedowski y Rzedowski 2001, Conabio 2012). El anico érgano que se utiliza es
el fruto. El contenido alto de metabolitos como los licopenos, le permite contar con

acciones disolventes sobre lipidos, antimicrobial y antioxidante para infecciones

intestinales y asi coadyuvar con el sistema inmune (Levy & Sharoni 2004, Das &
Verma 2008).




g) México como centro favorable para estudios sobre plantas medicinales.
Es importante resaltar que, México es parte esencial del centro de origen de la
agricultura en Mesoamérica, siendo también el centro de domesticacion y
aprovechamiento de numerosas especies vegetales, entre ellas se incluyen
aquellas medicinales (Vavilov 1926, Dressler 1953, Harlan 1971, Hernandez-X.
1985, Lira et al. 2009, Pickersgill 2009,). Se ha sefialado que desde la colonizacién
hasta la revolucion mexicana la diversidad de especies cultivadas o aprovechadas
no ha variado significativamente (Moreno 1995, Esquivel 1996). Sin embargo,
actualmente en el pais, 7,000 especies vegetales tienen algun grado de
aprovechamiento en condicion silvestre o son promovidas por tolerancia, fomento
e incluso cultivo en traspatio o huertos tradicionales (Casas et al. 1996, 2002 y
2007). Ademas, el numero de especies que han sido utilizadas para el desarrollo
de productos naturales es de varios cientos, pero el potencial para elaborar nuevos
productos utilizando sus activos es de varias veces esta cifra, debido a la gran
diversidad de metabolitos secundarios que presentan (Ramawat & Mérillon 2008).
Por ello, México es un centro geografico cultural favorable para estudios botanicos
sobre arvenses y poblaciones silvestres que pudieran estar bajo un proceso activo
de domesticacion y para desarrollar proyectos productivos que permitan el uso y
potenciacion del germoplasma en el pais, que incluye a las especies medicinales
gue crecen de forma silvestre, tanto endémicas como la yerba del sapo o arvenses

como la silimarina (Casas et al. 1996, Zizumbo et al. 2010).

se estima que a nivel global, se ha incrementado la preferencia en el uso de la
herbolaria para tratar problemas de salud, en 1985 la Organizacion Mundial de la
Salud (HWO) afirm6 que cerca del 80% de pacientes en paises en desarrollo optan
por la herbolaria como tratamiento primario (Farnsworth et al. 1985); incluso en
paises desarrollados como E.U.A. se observa este aumento, en la década de 1995
a 2005 las ventas de herbales medicinales se duplicaron, por un monto de $ 4.4
Millones USD por afio (Ramawat Y Mérillon 2008). En la actualidad los productos
elaborados con plantas son de la mayor importancia econémica a nivel global, ya

sea en los paises desarrollados o en vias de desarrollo, su produccion y
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comercializacion representa la actividad econdmica mas relevante, sobre todo en
paises productores y en ocasiones, es la unica actividad en algunos del tercer
mundo (Fabricant & Farnsworth 2001, Judrez-Rosete et al. 2013).

Es por ello, que este estudio evalla la capacidad disolutiva sobre célculos de
colesterol, de extractos hidroalcohodlicos para cada una de cuatro especies de
plantas utilizadas en la MT para el tratamiento de la colelitiasis, para conocer si
ademas de su accion terapéutica por la via metabdlica del colesterol, se suma una
disolucién por contacto directo, lo que pudiera mejorar su capacidad terapéutica.
Esta informacion sera de gran valor en estudios futuros con el objetivo de
desarrollar nuevos productos medicinales en la prevencion y tratamiento de la

litiasis biliar.

h) Justificacién del estudio.

La litiasis biliar es un problema de salud publica a nivel global, pudiendo alcanzar
hasta el 20% de la poblacion en el pais y los tratamientos médicos convencionales
como las cirugias radicales (colecistectomia), terapias de solventes organicos o
acidos biliares conllevan riegos y efectos indeseables, ademas de un alto costo y
una baja efectividad; por lo sefialado con anterioridad, con el fin de promover el
desarrollo de terapias alternativas mas seguras, sin los inconvenientes de las
terapias convencionales, el estudio de las plantas medicinales como tratamiento
alterno, puede ser parte de la solucién, ya que conllevan en si un enorme potencial
cientifico y econémico para promover la salud en un México megadiverso;
Ademas, si se considera que, la mayor parte de las especies medicinales que se
comercializan son colectas silvestres y que México ocupa el 5° lugar con mayor
biodiversidad, se debe reconocer la importancia que representa el estudio de las
especies medicinales que permita su rescate, el uso como un tratamiento mas

Seguro y su conservacion como un recurso natural sustentable.
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Hipotesis.

Hipotesis:
Los extractos de jitomate, rdbano negro, silimarina y yerba del sapo
presentan una capacidad de disolucion significativa y diferencial sobre el

colesterol de los calculos vesiculares.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Evaluar la capacidad disolvente sobre calculos vesiculares de colesterol in

vitro, de los extractos de rabano negro, silimarina, yerba del sapo y jitomate

comun, especies tradicionalmente utilizadas para tratar problemas biliares.

Objetivos especificos.

Determinar las especies de plantas medicinales (PM) mayormente
referenciadas en publicaciones cientificas y medicina tradicional herbolaria,
con presunta utilidad en la prevencion y tratamiento de la colelitiasis,
resultando las especies Solanum lycopersicum L., Raphanus sativus var. niger

(Mill.) J. Kern., Eryngium carlinae Delar. y Silybum marianum L.

Desarrollar un modelo de prueba in vitro, que permita evaluar por especie
(diferencial), la capacidad disolutiva sobre célculos de colesterol de los
extractos hidroalcohdlicos de jitomate comuan, rAbano negro, yerba del sapo y
silimarina, estableciendo esta capacidad como la reduccion en la masa de

dichos calculos.

Conocer con relacién al objetivo anterior, si las especies medicinales ademas
de la accién reductiva del colesterol via metabdlica, éstas poseen
adicionalmente una capacidad disolutiva del colesterol por contacto directo.
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Materiales y método.

a) Area de estudio:

La parte experimental de este trabajo de investigacion fue llevada a cabo en tres
laboratorios: Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB), Centro de
Investigaciones Quimicas, ambos pertenecientes a la U.A.E.M., en Cuernavaca,
Morelos y el &rea de produccién de la empresa de productos herbolarios Beto
Ramén S.A. de C.V. (HBR), localizada en Axtla de Terrazas, San Luis Potosi

(Huasteca Potosina), México.

W
e

— Areas donde se realizo el estudio:

A.- Centro de Investigaciones
Quimicas (CIQ, UAEM).

B.- Centro de Investigaciones en
Biotecnologia (CEIB, UAEM).

C.- Beto Ramon, S.A. de C.V.,
Aguacatitla, Axtla de Terrazas, S.L.P.
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b) Objeto de estudio y seleccion de las especies vegetales.

Mediante una investigacion bibliografica se obtuvo informacion de las especies de
plantas medicinales (PM) de uso frecuente por la MTH y que presuntamente
resultan efectivas para tratar problemas de colelitiasis, tanto de publicaciones
cientificamente validadas como de aquella contenida en los conocimientos
tradicionales de la MTH (publicacién gris) y la cual se aprovecha para el desarrollo
de las formulaciones de la herbolaria Beto Ramén S.A. de C.V. en la Huasteca
Potosina. Esta informacion colectada fue la base para la seleccion de cuatro
especies de plantas sometidas a experimentacién en este trabajo (rAbano negro,
silimarina, yerba del sapo y jitomate comun).

c) Obtencién del material vegetal y su identificacion:

Los ejemplares vegetales de las especies Silybum marianum (semillas) y
Eryngium carlinae (planta completa) fueron recolectadas en campo en el predio
“Rancho Alegre” (21.426360, -98.868424), propiedad de la empresa HBR en la
comunidad de Aguacatitla, municipio de Axtla de Terrazas, San Luis Potosi, en el
periodo entre marzo-septiembre del 2020, mientras que Raphanus sativus var.
niger (raiz pivotante) fue adquirida en los accesos al mercado Sonora de la ciudad
de México, la cual refieren que fue cosechada en el mismo periodo 2020, en el
municipio de San Martin Texmelucan de Labastida, Puebla (19.263243, -
98.545511). Los frutos de Solanum lycopersicum de la var. cerasiforme (tipo
saladet) fueron adquiridos localmente de comerciantes del mercado de San Luis

Potosi (ciudad), cosechados en la temporada de cultivo 2020-2021.

De manera paralela se realiz6 una revision y recopilacion de la literatura en
articulos referentes a la sistematica, bioquimica y etnobotanica de las cuatro
especies seleccionadas.

Ejemplares de las especies Eryngium carlinae (N° Reg. 213495) y Silybum
marianum (N° Reg. 213496) fueron depositadas en el herbario IBUG, de la U. de
G.; las especies de Raphanus sativus var. niger y Solanum lycopersicum por la
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facilidad en su identificacion y ser del dominio popular, no se requiri6 de su

caracterizacion a través de los servicios de herbario.

e) Obtencién de extractos y su estandarizacion a concentraciones base.

En la elaboracién de los extractos de las especies medicinales seleccionadas para
este estudio, se siguieron los protocolos y especificaciones de la Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos FHEUM, publicacion de la Secretaria
de Salud (SSA) para el 2001. Para los extractos de la silimarina y la yerba del sapo
(sin lavado previo) se utilizaron 200 g de material seco y para los frutos de jitomate
maduro y la raiz de rabano negro fueron 1000 g de material fresco, el cual se lavo
previamente. Por separado, el material vegetal fue inicialmente molido
dependiendo su consistencia, para el material seco se utilizé un molino de matrtillo
(Molinos Azteca, 7 hp) y para el fresco, una licuadora semi industrial (Turmix, 2
hp), reduciendo su tamafio a astillas de pocos milimetros o puré, con el fin de
mejorar la penetracion del medio de arrastre (alcohol). Una vez reducido en
tamanfo, el material vegetal seco se dejo reposar en etanol al 50% en un volumen
de 1.5 litros de solvente, mientras que, por la cantidad de agua contenida en el
material fresco se agregd 1.0 | de alcohol etilico al 96°g.l. para igualar las
concentraciones del etanol en ambos materiales. Se utilizaron estos volumenes
de medio de extraccién debido a que se consideraron las pérdidas causadas por
evaporacion y por la filtracién después del periodo de reposo, para lograr obtener
un volumen aproximado de 1 litro de extracto. El reposo del material vegetal en el
medio hidroalcohdlico, en todos los casos, fue por un periodo de 30 dias en
recipientes de cristal opaco sin cierre hermético (para evitar formacién de
anaerobios), en un lugar de escasa luz y fresco, aplicando agitaciones ocasionales
cada semana por medio de palas de acero inoxidable para lograr la mejor
extraccion de activos; al finalizar este periodo, las fases liquidas y solidas fueron
separadas mediante un colado inicial usando cedazos industriales con malla de
acero inoxidable (#0, #200 y #500, marca Advantech), posteriormente fueron
filtrados por gravedad utilizando papel filtro Whatman (No. 1), obteniendo
alrededor de 1litro de cada uno de los extractos por separado. Una vez hechos los
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extractos, éstos fueron almacenaron en botellas cilindricas de polipropileno blanco
con cierre hermético de la misma capacidad, a temperatura ambiente lejos de la
luz. Los extractos se produjeron al menos un mes antes de las pruebas
experimentales. En el caso que una vez producido el extracto su volumen fuera
superior a un litro, el contenedor se dej6 abierto cubierto con papel filtro para dejar

evaporar un poco el medio hasta reducirlo a 1 litro.

e) Rendimiento de los extractos.

Con el fin de conocer el rendimiento de los extractos herbales, se cuantifico la
masa de solidos disueltos y suspendidos en los extractos herbales para cada
especie desecando el medio liquido de una alicuota para cada uno de ellos; para
ello, un volumen de 50 ml de cada extracto fue colocado en un horno de calor seco
no hermético para lograr su desecado, a una temperatura de 45°C por un periodo
de 12 horas continuas, hasta reducirlo a su menor volumen posible. Se emplearon
contenedores de cristal tipo plato para extender la muestra lo méas posible y
promover la evaporacion de solvente aumentando el area superficial. El
rendimiento se calculé como la masa (g) final por volumen de extracto liquido

desecado (ml).

f) Seleccion de los célculos de colesterol.

Siguiendo a Allen (1985), Yamagata y Maki (1986), Vergunst (1991), Lin (1994) y
colaboradores, para este estudio se seleccionaron 30 calculos vesiculares de
pacientes sometidos a colecistectomia laparoscépica, entre los afios 2019-2020,
de un total de 1597 célculos colectados (92 calculos mayormente formados por
colesterol, calculos mixtos 458 y combinados 129). Estos calculos fueron donados
por laboratorios de patologia de las ciudades de Guadalajara, Jal., Cuernavaca,
Mor., y Cd. Valles, S.L.P.
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Para la seleccion de los calculos formados predominantemente por colesterol
>70% (Kim et al. 2003), se utilizo el criterio de clasificacion por aspecto, forma y
perfil (corte) referido en la Guia elaborada por el Grupo Japonés para el estudio
de los Calculos Biliares (Yamagata & Maki 1986). Los criterios para su seleccion
fueron el color (blanquecino a amarillo), textura (cristalina), el perfil al corte
(cristalino radial-ceroso) y la forma exterior (oval a esférica); en concordancia a Lin
y colaboradores (1994), los célculos que presentaron ambigliedades para su

clasificacion fueron descartados para la fase experimental (Figuras 1y 2).

g) Estandarizacion de los célculos seleccionados.

Los calculos formados principalmente por colesterol, posterior a su seleccién
fueron limpiados de impurezas de la siguiente forma: primeramente enjuagados
con agua corriente de grifo y después con agua purificada para eliminar de su
superficie restos organicos y bilis (Figura 1), luego colocados en papel filtro y
desecados en un horno eléctrico de aire seco a 90-95°C por una hora hasta la
eliminacion de la humedad, para finalmente guardarlos en recipientes herméticos
con silica gel (Pillowpak de 10g, Desiccare, Inc.). En condiciones ambientales de
humedad ambiental relativa <75% y temperatura de 20-25°C, se obtuvieron las
mediciones iniciales de masa y volumen previas a las pruebas de disolucion y las
mismas condiciones se aplicaron después de estas pruebas para obtener las
mediciones finales que permitieron inferir el grado de disolucién obtenido
(Vergunst et al. 1991). Para las mediciones de los célculos se utilizaron una
balanza analitica (cap. 210g, precision 0.01g, mod. PPS-213, Fischerbrand Sci.) y
una probeta graduada (10 y 20 ml, div. 0.1 ml), con ellas se obtuvieron la masa en
gramos y el volumen por desplazamiento en agua de cada uno de los célculos
seleccionados para las pruebas de disolucion. Una vez tomadas las mediciones
los célculos fueron puestos en refrigeracion en bolsas de polipropileno en lo
individual a 05°C.
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Debido a las dificultades para obtener calculos de colesterol puro (Figura 2), como
se ha presentado en estudios de Allen y colaboradores (1985) y Gomez (2007),
se opto por seleccionar aquellos que por su aspecto (cristalino radial) tuvieran una
composicion 270% de colesterol entre las muestras de calculos vesiculares
colectados (Vergunst et al. 1991, Gomez 2007) y ademas, debido a la amplia
diversidad de tamafio (Figura 3, izquierda), se opt6 por uniformizar en masa los
litos de la siguiente manera: seleccionando aquellos de aspecto cristalino radial,
de color claro mas puro y de forma semi-esférica a discoidal (Figura 3). Se
realizaron cortes finos en los calculos de mayor tamafio con el uso de un bisturi
quirdrgico y navaja para raspador de un solo filo, tratando de evitar su fractura, de
esta manera se logré obtener 30 litos de masas entre 1.43 g (1 pieza), 1.48 g (1
pieza), 1.49 g (10 pz) y 1.50 g (18 pz), previendo que su masa no difiriera mas del
5% (Figura 3, derecha), con densidades de entre 0.76-1.02 g/ml, que varian
probablemente debido a las impurezas de sustancias diferentes al colesterol. Esta
estandarizacion de tamafios permitié con facilidad, manejar los célculos con tubos

de ensaye de tamafio estandar (22 ml) como se observa en la Figura 8.
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Figura 8.- Tubos de ensaye conteniendo los calculos normalizados en tamafio, antes de las pruebas
de disolucion in vitro.
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Fase de Experimentacion

a) Descripcion de las pruebas de disolucion in vitro.

Las pruebas in vitro se realizaron siguiendo a Lin y colaboradores (1994) y
Vergunst y colaboradores (1991), con el objetivo de conocer la capacidad
disolvente sobre calculos biliares de colesterol, pero en este estudio, se utilizé

extractos hidroalcohélicos elaborados con las cuatro especies seleccionadas.

Se emplearon como contenedores 30 tubos de ensaye (15X2 cm), a los cuales se
les agregd 10 ml de extracto herbal como tratamiento y se coloc6 un célculo
estandarizado para cada tubo por separado; renovando regularmente el extracto
(tratamientos) o el testigo (HA 'y EE), en intervalos cada 60 min, agitando con poca
fuerza y de manera ocasional cada 20-30 min para evitar una accibn mecéanica
que pudiera fragmentar los céalculos (Allen et al. 1985, Vergunst et al. 1991). Los

tubos fueron cerrados con tapén interno de hule #2.

Siguiendo a Allen y colaboradores (1985), Vergunst y colaboradores (1991), con
el fin de asemejar las condiciones dentro de la vesicula biliar, la temperatura se
mantuvo entre 35°-37°C, mediante bafio maria como se aprecia en la Figura 9,
empleando un vaso de precipitado (cap. 2 I) con agua hasta igualar el nivel del
extracto en los tubos para evitar su flotacién y estabilizar la temperatura, un plato
caliente (Thermo Scientific, mod. Cimarec) con temperatura regulable y un
termometro de alcohol. Las alicuotas de extractos y testigos utilizados en las
pruebas de disolucion no se reutilizaron a diferencia del trabajo de Vergunst y
colaboradores (1991), sino que inmediatamente después de su uso fueron
reunidas en botellas de polipropileno (extractos) y de cristal (testigos) de
capacidad 1 I, por separado cada medio, para su posterior refrigeracion.
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Figura 9.- Sistema de bafio maria (35-37°C) serhejando las condiciones de la temperatura corporal,
para las pruebas de disolucidn con los extractos y los testigos.

Para tener un marco comparativo en las pruebas in vitro sobre la efectividad
relativa de los extractos herbales, se seleccionaron como testigos dos solventes
organicos: el éter etilico (EE) como testigo positivo por su excelente capacidad
disolvente de lipidos (Allen et al. 1985, Pitt et al. 1989, Das & Verma 2008) y el
alcohol etilico al 50% (HA) como control negativo, debido a que es el medio
solvente universal mas utilizado para extraccion por arrastre (SSA 2001). Cada
uno de los tratamientos, asi como los controles, el negativo (HA) y el positivo (EE)
tuvieron réplicas por quintuplicado para mayor certidumbre estadistica (Allen et al.
1985, Pitt et al. 1989, Lin et al. 1994, Anderson 2008).

En reportes de trabajos similares in vitro, Allen y colaboradores (1985) afirman
que, la agitacibn mecanica sobre las muestras durante el proceso de
experimentacion, puede incrementar significativamente la dilucion de calculos
biliares, pero es probable que también cause su fragmentacion, para prevenirlo y
en concordancia con Vergunst (1991), se optd por ejercer una agitacion muy
suave y por un breve tiempo en los tubos de ensaye, unos segundos previos a la

renovacion del medio, para asi, asegurar que la disminucion de la masa de los
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calculos sea debido principalmente a la capacidad de disolucién que muestre cada
extracto o testigo, evitando la disminucion de su accién debido a un uso

prolongado.

Para calcular la tasa de disolucion de cada extracto, se siguié el criterio de
Vergunst y colaboradores (1991), considerada como el cambio de la masa (Q)
registrada en los célculos debido a su disolucion, por centimetro cubico (ml) del
medio a probar en un tiempo establecido (h). La disminucién relativa en las masas
de los calculos sometidos a prueba se pudiera relacionar con la presencia o
concentracion de colesterol en el medio de disolucion empleado (Vergunst et
al.1991, Rivas-Morales 2016). Debido a que, en la féormula para el calculo de la
tasa de disolucién, el volumen y el tiempo son uniformes (ml/h), el valor del cambio
de masa fue el que se utilizé para crear la base de datos para los andlisis

estadisticos.

Andlisis estadisticos de los datos:

El disefio experimental empleado fue el de bloques completamente al azar, con
cinco repeticiones por cada uno de cuatro tratamientos, asi como las mismas

repeticiones para los testigos (EE y HA).

Los valores registrados en la matriz de datos (Cuadro #3), fueron analizados
mediante el PERMANOVA de una via (ANOVA unifactorial con 10,000
permutaciones), ademas se realizaron pruebas pareadas de Monte Carlo, para
conocer en donde estan principalmente esas diferencias y pruebas de Similitudes
con distancias Euclidianas (Resemblaza) para tener certeza de la uniformidad de
las muestras dentro de cada tratamiento; los calculos de colesterol fueron

sorteados al azar para cada tubo de ensaye para todos los tratamientos y testigos.

Para los andlisis estadisticos de analisis de varianza, Similitudes, pruebas
pareadas de Monte Carlo y pruebas de Similitudes con distancias Euclidianas, se
recurrié al empleo de la herramienta informéatica PRIMER+6 & PERMANOVA v.6
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de PRIMER-E Ltd. y para desarrollar el grafico de cajas se utilizo el paquete
SigmaPlot v.11.0 de Systat Software Inc. (Anderson et al. 2008).
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Resultados y discusion.

La investigacion bibliogréafica permitié seleccionar cuatro especies de uso comun
en la MTH, tres de ellas medicinales como son rabano negro (Raphanus sativus
var. niger), silimarina (Silybum marianum), yerba del sapo (Eryngium carlinae) y
una nutricional que es el jitomate comun (Solanum lycopersicum). Estas especies
fueron seleccionadas para el presente estudio debido a: a) la abundancia en
campo y facilidad de colecta en esta region, b) la disponibilidad en tiendas
herbolarias del pais todo el afio, c) referidas con mayor frecuencia en la MT y en
publicaciones cientificas a nivel global para tratar la colelitiasis y d) la facilidad para

llevarlas a cultivo intensivo.

Los extractos herbales utilizando la silimarina, yerba del sapo, jitomate y rabano
negro mostraron una capacidad de disolucién significativa sobre el colesterol de
los célculos vesiculares, que pudo ser cuantificada mediante la diferencia entre la
masa inicial y final de los litos (Cuadro #1). Resultados similares con Solanum
lycopersicum y otras especies se reportaron por Das & Verma (2008) en la India,

con extractos de similar concentracion.

Por ello, la actividad preventiva y terapéutica de estas especies pueden que no se
limiten solo a la accion metabdlica, al reducir la produccién de colesterol en el
higado y con ello, la concentracién de colesterol en la bilis recién formada, lo que
incrementa la proporcion de los acidos grasos biliares que ejercen una actividad
solvente sobre los célculos en la vesicula biliar, sino que ademas, pudieran tener
una funcion disolvente, si se considera que los metabolitos de origen vegetal,
como el resto de las sustancias ajenas o toxicas, son eliminados de la sangre
principalmente por via hepatica a través de la bilis (Gomez 2007). Siendo asi,
estos podrian entrar en contacto con los calculos en cualquier punto de las vias

biliares y favorecer su disolucion junto con los acidos biliares.
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Cuadro #1.- Pérdida de masa (g) y tasa de disolucion (g/ml/h) de los calculos de colesterol sometidos
a prueba (HA_TO: Hidroalcéholico Tratamiento Negativo, EE_T+: Eter Etilico Tratamiento Positivo).

Célculo#  |masa inicial ]masa final [D-masa [Tasa dlsolucl #-tratam IN-tratam
7 1.50 0.92 0.58 0.00280 1 Eryngium
14 1.50 0.92 0.58 0.00280 1 Eryngium
18 1.50 0.95 0.55 0.00280 1 Eryngium
19 1.49 0.95 0.54 0.00280 1 Eryngium
25 1.50 0.96 0.54 0.00280 1 Eryngium
2 1.50 0.91 0.59 0.00285 2 Raphanus
9 1.50 0.92 0.58 0.00285 2 Raphanus
16 1.49 0.93 0.56 0.00285 2 Raphanus
17 1.50 0.93 0.57 0.00285 2 Raphanus
29 1.50 0.93 0.57 0.00285 2 Raphanus
12 1.49 0.93 0.56 0.00285 3 Silybum
22 1.50 0.92 0.58 0.00285 3 Silybum
24 1.49 0.93 0.56 0.00285 3 Silybum
27 1.50 0.94 0.56 0.00285 3 Silybum
30 1.49 0.92 0.57 0.00285 3 Silybum
1 1.50 0.96 0.54 0.00270 4 Solanum
1.48 0.95 0.53 0.00270 4 Solanum
6 1.49 0.95 0.54 0.00270 4 Solanum
10 1.50 0.96 0.54 0.00270 4 Solanum
20 1.49 0.95 0.54 0.00270 4 Solanum
3 1.49 0.98 0.51 0.00255 5 HA_TO
11 1.50 0.98 0.52 0.00255 5 HA_TO
21 1.50 0.97 0.53 0.00255 5 HA_TO
23 1.49 0.97 0.52 0.00255 5 HA_TO
28 1.50 1.01 0.49 0.00255 5 HA_TO
5 1.43 0.00 1.43 0.00715 6 EE_T+
8 1.50 0.06 1.44 0.00715 6 EE_T+
13 1.50 0.15 1.35 0.00715 6 EE_T+
15 1.49 0.08 1.41 0.00715 6 EE_T+
26 1.50 0.00 1.50 0.00715 6 EE T+

Ademas, se determind el rendimiento para cada uno de los extractos,
considerando a éste como el volumen de masa debido a los sdlidos solubles. Los
rendimientos obtenidos fueron: para la yerba del sapo de 34.5 g/, para silimarina
de 50 g/, el rabano negro 100 g/l y para el jitomate comun de 51.2 g/l; Asi, el
rendimiento del extracto del rdbano negro (100 g/l) fue muy superior al resto de
los extractos, esto debido probablemente a que este extracto se obtuvo de la raiz
pivotante, la cual es un 6rgano que sirve de almacén para la mayor parte de los

metabolitos como son los glucdsidos y también de las fibras solubles.
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La seleccion de célculos de colesterol siguiendo a Yamagata & Maki (1986) en su
Guia Japonesa para el estudio de los Calculos Biliares (Figura 2), asi como la
estandarizacion de estos, realizada mediante cortes para lograr una similitud de
forma y de masa que no variara mas del 5% entre los célculos seleccionados
(Figura 3), resultaron procedimientos adecuados que permitio contar con 30
calculos de colesterol, como muestras uniformes para someterlas a las pruebas
de disolucién (Figura 8). Tal minimizacién de la variabilidad permitié observar una
similitud en la capacidad disolutiva intra-grupos (para cada extractos y testigo,
Cuadros #1 y #5), donde cada grupo estuvo representado por cinco repeticiones,
que facilito tanto las observaciones sobre el factor disolutivo como la manipulacién

de las muestras en tubos de ensaye de medida estandar.

Los andlisis de PERMANOVA, las comparaciones pareadas de Monte Carlo y de
Similitudes (Resemblanza) utilizando distancias Euclidianas, muestran diferencias
significativas en la capacidad de disolucién del colesterol para los cuatro extractos
y los testigos (HA_TO y EE_T+), que infiere, una accion disgregante diferencial
altamente significativa entre todos los tratamientos (P= 0.0001, 6348
permutaciones, Cuadro #2), ademas, permitié conocer una similitud en capacidad
de disolucion dentro de cada grupo, es decir, entre las repeticiones de cada
tratamiento (Cuadro #1 y #5). Este mismo resultado se aprecia en el grafico de
caja, con distancias suficientes entre los tratamientos y, entre éstos y los testigos
(Figura 11). La cuantificacién de la capacidad de disgregacion de los extractos
sobre los célculos de colesterol, entendida como la pérdida de masa en un tiempo
establecido (g/ml de extracto/h, Cuadro #1), permitié conocer que esa capacidad
fue diferencial entre los grupos de tratamientos, siendo alrededor de seis veces
mayor para el éter etilico (EE_T+, testigo positivo) en relacion con el resto de los
tratamientos (Cuadro #3), corroborando que posee una fuerte accion solvente
sobre el colesterol, reportado por Pitt (1989), Vergunst (1991) y colaboradores.
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Cuadro #2.- Resultados del anélisis Anova con permutaciones (PERMANOVA), de los datos

obtenidos de las pruebas de disolucion de los extractos y testigos, empelando
PRIMER+ v.6 (Anderson et al. 2008). gl=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
MC= Medias cuadraticas, P= Probabilidad, Permuts= Permutaciones, Res=

Residuales.
Tabla de resultados del PERMANOVA
Fuente gl SC MC Pseudo-F P(perm) Permuts
Extracto 5 3.2123 0.64245 1009.1 0.0001 6348

Res 24 1.528E-2 6.3667E-4
Total 29 3.2275

Cuadro #3.- Promedio de distancias Euclidianas entre los tratamientos (Yerba del Sapo, Silimarina,
Rabano negro y Jitomate) y testigos (Etanol 50%, Eter Etilico 99%).

Promedio de distancias por grupo

Eryngium Raphanus Silybum Solanum HA _TO

Eryngium
Raphanus|2.24E-2

Silybum |[1.92E-2 1.2E-2

Solanum |2.20E-2 3.8E-2  3.0E-2

HA TO |4.40E-2 6.0E-2 5.2E-2 2.2E-2

EE T+ 0.868 0.852 0.86 0.89 0.912

El medio hidroalcohdlico al 50% (testigo negativo, HA_TO0) fue la prueba que
mostrdé una menor, pero significativa accion disgregante sobre el colesterol de
entre todos los tratamientos, probablemente por la dificultad de extraer por arrastre

los licopenos, teniendo un extracto pobre en relacion con este activo.

Las pruebas de comparaciones pareadas de Monte Carlo (Cuadro #4), permitieron
conocer que tres tratamientos (extractos) presentaron mayores similitudes entre
si, en relacién con su capacidad de disolucion: éstas fueron entre los tratamientos
Eryngium y Raphanus (P= 0.2085), Eryngium y Silybum (P= 0.5647), Raphanus y
Silybum (P=0.3839) y menor en similitud entre Eryngium y Solanum (P= 0.0771);
el resto de las comparaciones pareadas mostraron marcadas diferencias
significativas (P<0.05). Mientras que en las comparaciones entre extractos con EE

y HA (testigos) se observo que, las diferencias resultaron altamente significativas
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con respecto de cada testigo (P=<0.015) y mayor aun entre ambos testigos, como
se esperaba (P=0.0001).

Cuadro #4.- Resultados de las pruebas pareadas de Monte Carlo, con distancias Euclidianas y
permutaciones, en PRIMER+ v.6 (Anderson et al. 2008).

‘Grupos t P{perm} permuts  P{MC)
Eryngium, Raphanus 1.5255 0.2085 8 0.1593
Eryngium, Silybum 08 035647 7 0.45
Eryngium, Solanum 2319 0.0771 [ 0.0454

Eryngium, HA_TO 3.8991 0.0072 12 0.0052
Eryngium, EE_T+ 33534 0.0064 40 0.0001

Raphanus, Silybum 1.2344 00,3834 3 0.2533
Raphanus, Solanum 6.7173 0.0072 9 0.0004

Raphanus, HA_TO0  7.0711 0.0088 14 0.0003
Raphanus, EE_T+ 34 44 0.0062 39 0.0001
Silybum, Solanum 6.396 0.0078 7 0.0002
Silybum, HA_TO 65.604 0.0085 12 0.0004
Silybum, EE_T+ 35.031 0.00886 34 0.0001
solanum, HA_TO 3.0508 0.0262 B 0.0149
Solanum, EE_T+ 36.279 0.0073 28 0.0001
HA_TO, EE_T+ 36277 0.0079 41 0.0001

En el grafico de similitudes (Figura 10) y de caja (Figura 11) basado en el analisis
de Similitudes (Resemblanza) utilizando distancias Euclidianas, se observa
también una diferencia significativa en la respuesta entre los tratamientos, pero
ademas, una distribucion espacial no proporcional entre ellos, de tal forma que se
crean con los tratamientos dos grandes grupos: uno mayor (a) que incluye a la
yerba del sapo, silimarina y rabano negro, un segundo grupo (b) representado por
el jitomate; mientras que los testigos forman dos grupos separados (c y d), el
control negativo (HA_TO) como grupo c, los tres grupos a una distancia entre 0.5
y 0.6, y, un cuarto grupo d muy lejano, representado solo por el control positivo

(EE_T+), el cual se ubica a una distancia poco mayor de 1.4 en relacion al resto.
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Figura 10.- Grafico de Similitudes (Resemblanza), utilizando distancias Euclidianas con analisis de
componentes (ejes) utilizando el paquete PRIMER+ v.6 (Anderson 2008).
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Figura 11.- Grafico de caja, utilizando distancias Euclidianas, los anélisis de ANOVA y Monte Carlo
refieren diferencias significativas entre los tratamientos y los controles (¢ y d), un grupo uniforme (a)
entre Eryngium, Raphanus y Silybum y un segundo grupo (b) formado por Solanum.
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El andlisis de similitudes (Cuadro #5) con respecto a los valores de pérdida de
masa de los célculos dentro de cada tratamientos para cada una de las cinco
repeticiones, muestra similitud, como se observa en los graficos de Similitudes y
el de caja (Figura 10 y 11); en este ultimo, se aprecia una reduccién en la anchura
entre las lineas que representan la media aritmética y los cuartiles de cada una de
las cajas para los cuatro tratamiento y para el testigo etanol HA_TO (Figura 11),
lo que infiere una menor dispersion intra-grupos (Cuadro #3, Figuras 10 y 11);
reforzando el concepto de una diferenciacion significativamente mayor en la
accion disgregante entre los tratamientos y testigos, y una menor diferenciacion
entre las repeticiones debida posiblemente a la estandarizacion y seleccion de los
calculos aplicada antes de las pruebas. En el caso del testigo EE, se observa en
el grafico de caja una distancia mayor entre los cuartiles por lo que hay mayor
dispersién entre sus repeticiones, debido a que la disolucion de los calculos en el
en EE fue total, dejando solo algunas impurezas no solubles dentro del tubo de
ensaye, que pudieran ser de bilis, carbonatos o fosfatos, con una masa final entre
0.00g-0.15g, lo que causo tal variabilidad dentro de este tratamiento. Por otro lado,
si se toman en cuenta estas masas finales, la mayor cantidad de impurezas fue
de 0.15 g, que representa el 10% de la masa inicial (1.5 g), por lo que se puede
considerar que la proporcién de colesterol en los calculos fue mayor al 70%
(Cuadro #1 y Figura 11), resultando adecuado el criterio utilizado para su

seleccioén.

La revisibn de referencias de trabajos sobre la fitoquimica de las especies
seleccionadas en este estudio revel6 que, en la mayoria de ellas, se encuentran
metabolitos secundarios con accién lipofilica, como los terpenos (Figura 12). Un
tipo de ellos, las saponinas, estan presentes en la yerba del sapo, son glucésidos
de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por sus propiedades semejantes a
las del jabon, que le confiere la facilidad de asociarse a moléculas lipidicas como
el colesterol (Estrada y Morales 2012). Lo mismo se presenta en el rAbano negro,
los glicésinolatos, formados por una glicona (b-D-tioglucosa) y una aglicona (oxima
sulfatada), afin al colesterol (Figura 13), pudiera ser el principal agente en su
disolucion (Castro-Torres et al. 2014). En tanto que, la silimarina contiene
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flavonolignanos isoméricos, como la silibinina, isosilibinina, silydianina vy
silycristina (Figura 14), que pudieran no tener un efecto relevante en la disolucion
de colesterol, pero, ademas contiene fitoesteroles, acidos organicos, sapondsidos
y aceites esenciales, entre otros activos, por lo que es probable que la accion
solvente sobre el colesterol se deba a estos ultimos (Crocenzi & Roma 2006,
Arteche et al. 2019). Estas tres especies fueron las que tuvieron un mejor
desempefio en la disolucion del colesterol probablemente atribuible a la accion de

Sus saponinas.

O._,CH,OH \
HO O ocH, HO : OH
SO
OH oH OH

OH O OH O

SILIBINA SILIDIA SILICRISTINA

Figura 14.- Flavonolignanos isoméricos, las silimarinas: silibinina, isosilibinina, silidianina y silicristina.
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Los licopenos, presentes en el jitomate (Figura 15), son tetraterpenoides, que adn
y cuando no tiene una accion detergente como una saponina, su porcion aglicona
de afinidad anfipatica pudiera disociar el colesterol cristalizado (Klein 2004, Levy
& Sharoni 2004, Das & Verma 2008). Su extracto mostré una mejor capacidad de
disoluciéon en comparacién al etanol (HA_T0), probablemente por accion de sus
licopenos, pero resultd significativamente menor en relacion con el resto de los
otros tres tratamientos (yerba del sapo, silimarina y rdbano negro), posiblemente
por la falta de saponinas.

Figura 15.- Tetraterpenoides, el licopeno.

El que los tratamientos herbales presentaran mejor respuesta disolutiva que el
testigo HA, infiere que los metabolitos de las cuatro especies juegan el papel mas
importante en la disolucion del colesterol aun y cuando se evidencia una suave
accion lipofilica (anfipatica) del etanol en el medio hidroalcohdlico; aun cuando la
respuesta de los extractos resulté moderada en relacién con la fuerte accion del

éter (EE), la ventaja estaria en su inocuidad como tratamiento alterno.

Por ello, seria recomendable para futuros estudios, evaluar los extractos de estas
especies en concentraciones mayores al 20% de material vegetal e incluso,
probando con combinaciones de extractos de estas especies, para dilucidar si una
mayor concentracidon de metabolitos o una posible combinacion de especies

mejorarian la eficacia para disolver el colesterol de los litos biliares.
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CONCLUSIONES

El modelo in vitro, las especies seleccionadas, asi como los protocolos propuestos
en este estudio, resultaron utiles tanto para la seleccién de los de calculos de
colesterol al reducir su variabilidad, como también para la elaboracién de extractos
a una concentracioén suficiente (20%), que permitio evaluar su actividad disolvente
sobre el colesterol y representarla como la capacidad de disolucién (g/ml/h). Por
lo anterior, los objetivos establecidos en este trabajo fueron alcanzados de manera

satisfactoria.

Los extractos de Solanum lycopersicum, Raphanus sativus var. niger, Silybum
marianum y Eryngium carlinae resultaron de entre las cuatro especies, con el
mayor potencial para la disolucion colesterol. Los resultados obtenidos de esta
evaluacion permiten proponer que, la accion terapéutica de estas especies
posiblemente no esté limitada solo al contexto metabdlico sino, ademas, pudiera
presentarse una accion disolvente a través de su eliminacion por via biliar. Por
otro lado, la actividad disolvente de los extractos de estas especies por contacto
directo sobre el colesterol de los célculos pudiera explicarse por su contenido de
saponinas (terpenos), activos reportados con actividad hipolipemiante vy
detergente por Levy y Sharoni (2004), Das y Verma (2008), Castro-Torres y
colaboradores (2012, 2014, 2017). Por lo anterior se propone que, si los
metabolitos de estas especies fueran eliminados via hepatica, pudieran ser
doblemente efectivos en la prevencion y tratamiento de los célculos biliares de
colesterol (Moreno-Pefia et al. 2016, Castro-Torres et al. 2017), o si no fuera esta
la principal via de eliminacién, se pudieran proponer los extractos de estas
especies para pruebas de disolucién in vivo bajo los métodos reportados por
Leuschner y colaboradores (1994), Pribam (1939) y Walker (1891) donde se utilizé

éter como disolvente.

El resultado obtenido de este estudio nos permite conocer mas la utilidad de las

cuatro especies evaluadas para combatir problemas de salud por litiasis biliar,
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Ademas, se abre un abanico de posibilidades para iniciar nuevos estudios, que
permitan probar nuevas especies utilizadas en la MTH con este fin y que de las
cuales, generalmente solo se conoce su uso etnobotanico. Todo ello con el fin de
sentar las bases para nuevos productos farmacéuticos naturistas para la
colelitiasis. Finalmente, enfatizar la importancia de los estudios sobre las especies
endémicas o silvestres en areas como la etnobotanica, fitoquimica, farmacoldgica,
médica y el desarrollo de proyectos que involucren todos los sectores productivos,
desde la investigacion en campo, el desarrollo de cultivos, su domesticacion, hasta
la investigacion en el laboratorio para el desarrollo de productos mas inocuos que
contribuyan al uso, difusion y conservacion de especies medicinales, en pro de la

salud y la economia, sobre todo de los sectores mas pobres de la poblacion.
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tudes, comparando pérdida de la masa entre 30 muestras, con
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Cuadro 5.- Andlisis de S

distancias Euclidianas y el uso de PRIMER+ v.6. (Anderson et al. 2008).
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