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Resumen

Actualmente las plantas se han convertido en una alternativa sustentable para el
tratamiento de afecciones parasitarias o antibacterianas que posean multi-resistencia
y se pueden utilizar en sistemas organicos con minimos residuos en leche y carne.
En este sentido, las plantas de la familia Asteraceae han demostrado tener efecto
potencial antiparasitario sobre endoparasitos, ectoparasitos y hemoparasitos. Las
especies de Artemisia son muy importantes debido a su uso como medicinas, forrajes
y alimentos. Las diferentes especies de este género han sido utilizadas desde la
antigliedad en la medicina tradicional para tratar diversos malestares y enfermedades
como la malaria, el cancer, la inflamacion, infecciones por hongos, bacterias y virus,
asi como actuar de forma antipirética y analgésica. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del extracto n-hexanico de Artemisia cina y el principio activo
cinaguaiacina sobre los parametros bioquimicos y biomarcadores de estrés oxidativo
en ratas Wistar. Para llevar a cabo este trabajo se realizaron dos etapas importantes,
la primera, se realiz6 el extracto n- hexanico de A. cina y se obtuvo la cinaguaiacina
a través de métodos cromatograficos segun lo describié Higuera-Piedrahita, (2021).
En la segunda etapa el tratamiento se administrd por via oral siguiendo las guias de
evaluacion de toxicidad oral aguda de la OECD (Guia para pruebas de productos
guimicos). Cincuenta ratas Wistar se distribuyeron aleatoriamente en diez grupos de
la siguiente manera: A cuatro grupos se les administré extracto n-hexano oral de A.
cina, a los siguientes cuatro grupos se les administré los lignanos: cinaguaiacina y por
ultimo se utilizaron dos grupos controles con agua destilada y polivinlpirrolidona
respectivamente. Se observaron las ratas después del tratamiento cada cuatro horas
durante 14 dias. Se documentaron los cambios de comportamiento y se realizo el
porcentaje de mortalidad. A los 14 dias las ratas fueron sacrificadas y se tomé muestra
de sangre intracardiaca, higado, cerebro, rifiébn y pulmén para analisis bioquimicos y
evaluacion de TBARS y GSH. Dentro de los resultados encontrados se determiné que
la glucosa se elevd en todos los grupos y el tratamiento con extracto mostro
alteraciones en el colesterol y el fosforo. Los valores de GSH con 20 y 120 mg/Kg de
lignanos aumentaron y el mismo comportamiento se observé en el grupo de cerebro
TBARS. En higado, la actividad de GSH aumentd mientras que las dosis aumentaron
en el tratamiento con lignanos, ademas, la actividad de TBARS fue mayor en los
grupos tratados con 4 y 40 mg/Kg de extracto de n-hexano. La actividad de GSH en



el pulmén demostré una actividad similar entre los tratamientos con extracto; sin
embargo, las ratas tratadas con lignanos demostraron una actividad reducida. En
cuanto a TBARS se encontré un incremento en lignanos y K30. Con respecto a los
resultados obtenidos en el rifidn se puede observar una homogeneidad en la mayoria de las
dosificaciones. En conclusion el extracto n-hexanico de Artemisia cina y los lignanos
denominados cinaguaiacina no mostraron alteraciones relevantes en los parametros

bioquimicos en sangre de ratas postratamiento.
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Introduccion

Familia Asteraceae

Usos de la familia, quienes conforman a la familiay usos tradicionales

Actualmente las plantas se han convertido en una alternativa sustentable para el
tratamiento de afecciones parasitarias o antibacterianas que posean multi-resistencia,
asi mismo, se utilizan como alternativas a sistemas que estén certificados como libres
de uso de antibidticos o antihelminticos (Kamaraj et al., 2022). Las plantas de la
familia Asteraceae han demostrado tener efecto antiparasitario sobre endo, ecto y
hemoparasitos (Akhtar et al., 2000).

La familia Asteraceae o Compositae ha sido objeto de estudio en las Ultimas décadas,
por lo que cuenta con un gran acervo bibliografico de investigaciones en cuanto a su
riqueza floristica (Villasefior, 2018). México registra 26 tribus, 417 géneros y 3,113
especies de Asteraceae, de las cuales 3,050 son especies nativas y 1,988 son
endémicas del territorio nacional. Son 31 los géneros que no cuentan con revision
taxondmica o con la suficiente informacion para determinar sus especies, cabe
mencionar que también es necesaria la actualizacién de la informacion taxonémica
para las nuevas especies descritas o realizar los cambios pertinentes de sus especies
(Villaseiior, 2018).

La familia Asteraceae estd compuesta por plantas herbaceas, arboreas, trepadoras o
rastreras, aromaticas, con hojas simples o ausentes, flores multiples pero escasas,
morfolégicamente radiados, discoideos, tubulosas o liguladas. Tienen frutos
envueltos y semillas oleaginosas (Angulo, 2019). Dentro de esta amplia familia, estan
las que se utilizan con actividad alimenticia, medicinal, ornamental e industrial, otras
se consideran malezas y/o plantas toxicas (Angulo, 2019). Gracias a su evolucion ha
sido capaz de desarrollar diversos mecanismos de defensa, propiciando la produccion
de diferentes metabolitos como acidos clorogénicos, isoflavonoides, lactonas
sesquiterpénicas, alcoholes triterpénicos pentaciclicos, aceites esenciales,
alcaloides, glucidos y diversos derivados acetilénicos (Angulo, 2019).

Las plantas utilizadas en la industria alimentaria son principalmente las oleaginosas

como el cartamo, caléndula, Heliantus, Matricaria, Artemisia y el girasol, este ultimo
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se utilizan las semillas y el aceite, en la medicina popular para el asma (Angulo, 2019).
Dentro de los ejemplos relevantes se encuentra la planta Stevia rebaudiana la cual es
usada como edulcorante, de ella se obtiene un glicésido diterpénico, poco téxico y no
calorico. Por otro lado, la Artemisia absinthium L y Centaurea benedicta L, son
utilizadas en la industria licorera para preparar vermouth (vino macerado en hierbas)
se obtiene para adquirir una considerable concentracion de lactonas
sesquiterpénicas, las cuales se usan en la industria farmacéutica y como eupépticos
(Angulo, 2019).

En la literatura, las plantas que pertenecen a la familia Asteraceae presentan
clasificaciones de acuerdo con su uso como lo son los insecticidas, especias,
ornamentales, forestales, especies restauradoras de suelos, forrajeras, malezas de
cultivos, entre otras. Sin embargo, uno de los usos mas importantes de la familia de
las Asteraceae, es su uso farmacolégico dependiendo de sus propiedades bioldgicas:
por ejemplo, antibacteriano, antihelmintico, anticanceroso; como ejemplo de lo
anterior esta la planta Matricaria recutita conocida de forma coloquial como
manzanilla, la cual es utilizada ampliamente por sus propiedades digestivas,
hepaticas, sedativas, emolientes, antitusivas, entre otras (Angulo, 2019; Villasefior,
2018).

Entre los medicamentos a base de hierbas, los que contienen extractos de Asteraceae
(Compositae), como Echinacea spp., Arnica montana, Matricaria recutita y Caléndula
officinalis, son especialmente populares en el entorno de atencién primaria siendo
utilizadas como infusiones, emplastos, extractos e incluso como compuestos
homeopéticos (Lans et al., 2007). Ademas, la familia Asteraceae es una de las mas
amplias y utilizadas por la medicina tradicional a través del conocimiento empirico, en
este sentido, mucha de la informacion sobre su naturaleza y beneficios es empirico
(Hernandez, 2022). Por otro lado, los estudios etno-farmacolégicos indican que se
utilizan mas de 300 plantas para tratar la diabetes, algunas de ellas han reportado
fitoquimicos que retienen la capacidad regenerativa de las células beta pancreaticas,
la secrecion de insulina y contra el problema de la resistencia a la insulina (Hernandez,
2022).

La diabetes representa un problema especialmente alto en las poblaciones rurales

gue carecen de acceso a los servicios de salud en México, por lo cual, las plantas
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juegan un papel fundamental en la forma en que la poblacion trata la diabetes mellitus,
indicando la relevancia de seguir investigandolas para seguir aportando principios
activos para el desarrollo de nuevos farmacos (Hernandez, 2022). Los posibles usos

de las plantas de la familia Asteraceae se observan en el Anexo 2.

Numerosos estudios se han realizado utilizando terapias alternativas, dentro de ellas
el uso de plantas en diferentes presentaciones como tabletas, jarabes, infusiones,
cremas, las cuales se han propuesto como herramientas preventivas o coadyuvantes
en el proceso curativo (Martinez, 2014). La evaluacion de prescripciones y reacciones
adversas es importante para determinar la cantidad de consumo de dichas plantas
sea como planta completa o a través de extractos e incluso como metabolitos puros
(Martinez, 2014). Las reacciones adversas que mas se reportado se consideran leves,
por lo cual el uso de remedios a base de plantas de la familia Asteraceae en general,
no esta asociado a riesgos altos de reacciones adversas (Jeschke et al., 2009).

Artemisia cina

Artemisia pertenece a la familia Asteraceae, la cual estd conformada por numerosos
géneros de plantas, alrededor de 200 a 400 especies que se localizan principalmente
en zonas de Asia, Europa y Norte-América. Artemisia cina (Figura 1) es un arbusto
de la familia Asteraceae, crece en el este del mar Caspio en Afganistan, con olor
aromatico, tallos erectos y algodonosos; las hojas son pequefias, peciolos cortos y
sésiles en las hojas superiores (Zhang et al., 2019). Es conocida popularmente como
cina o ajenjo marino y se ha utilizado en la medicina tradicional como antiparasitario
en humanos e incluso para el control de malaria en soldados en la antigua China.
Artemisia cina posee la siguiente clasificacion taxondmica como lo describe Zhang et
al. (2019):

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Divisién: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Artemisia

13



Figura 1. Imagen de la planta Artemisia cina

A Tallos erectos, hojas pequefias. B arbusto Artemisia cina
Tomado de: Fotografia de naturaleza Montarano (s.f).

Usos en medicina tradicional

Algunas sustancias biolégicamente activas aisladas de plantas pertenecientes al
género Artemisia son la artemisinina, la guaianolida, la capilarisina, la fisetina y la
quercetina; las estructuras quimicas se muestran en la Tabla 1. (Sakipova et al.,
2020).

Tabla 1. Estructuras quimicas de algunas de las moléculas reportadas del género Artemisia

Nombre Molécula
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Artemisinina

Guaianolida

Capilarisina

Fisetina

Quercetina

0
OH
o I
| OH
OH
O
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Santonina

Adaptado de (Sakipova et al., 2020)

Las especies de Artemisia son muy importantes debido a su importancia econémica
como medicinas, forrajes y alimentos. Las diferentes especies de este género han
sido y son utilizadas desde la antigiedad en la medicina tradicional para tratar
diversos malestares y enfermedades como la malaria, el cancer, la inflamacion,
infecciones por hongos, bacterias y virus, asi como antipirética y analgésica (Irum et
al.,, 2015). Segun Montes, (2015) el taxdon Artemisia se ha utilizado como
antirreumatico, favorable en enfermedades oftalmicas, cutaneas, urinarias, alopecia,
indigestion, colicos estomacales, hemorragias, Ulceras y gastritis, asi mismo, se le ha
demostrado capacidad para estimular el sistema nervioso, inducir el suefio, reducir
dolores postparto e induccién de la posicion cefalica en nacimientos. En los afios 1950
y 1970 se utilizaban formulaciones de plantas con base en Artemisia cina para
desparasitar nifios utilizando como ingrediente activo la santonina (Zhang et al.,
2019). Otros derivados de A. cina notificados por de Ridder et al., (2008) identificaron
la presencia del compuesto artemisinina en las hojas, atribuyéndose a este el efecto
antimalarico y posteriormente se descubrié el anillo endoperdoxido que posee este

sesquiterpeno que induce la actividad antimalarica (Zhang et al., 2019).

Un estudio en el cual se utilizaron diferentes extractos de plantas, las cuales fueron
seleccionadas previamente de acuerdo con reportes de sus diferentes actividades
biologicas. De los extractos probados, la santonina obtenida de la flor de A. cina
mostro actividades contra virus de la influenza humana y aviar, la cual podria atacar
el virus de la influenza con un efecto viricida, el cual posee unién al receptor del
huésped e inhibicibn de la replicacion (Hegazy, 2022). Se comprobé el efecto
bactericida de A. cina utilizando acetato de etilo a diferentes concentraciones,

posteriormente se aplicaron sobre discos de papel estériles sobre placas de agar
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previamente sembradas con Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis y Staphylococcus aureus, como control positivo y negativo utilizando
estreptomicina y acetato de etilo al 100% (Kasmiyati, 2021). Se demostré que el
extracto de acetato de etilo de A. cina de ambos genotipos (diploide y poliploide)
mostrd inhibicion contra las bacterias Gram-positivas probadas (Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus) y que los extractos de todos los genotipos probados de A.
cina inhiben B. subtilis maximo a una concentracion de 50 mg/L (Kasmiyati, 2021).

Por otro lado, en cuanto a su uso en el control de parasitos, Higuera (2022) evalu6 un
extracto n-hexanico de Artemisia cina como tratamiento antihelmintico contra los
nematodos Haemonchus contortus y Teladorsagia circumcincta en cabras periparto,

en el cual se registré un importante efecto contra los estadios adultos de H. contortus.

Artemisia cina como antihelmintico

Higuera-Piedrahita (2016) demostraron el efecto antihelmintico de A. cina en
infecciones naturales e inducidas de H. contortus en ovinos, utilizando extractos
hidroalcoholicos y etandlicos donde se observé reduccion de la infeccion parasitaria
de 7 a 14 dias post tratamiento, utilizando la via oral en corderos natural y
artificialmente infectados. Gonzalez-Torres (2019) en cuanto a su uso en el control de
parasitos mostré un posible efecto antihelmintico sobre Meriones unguiculatus
infectados con H. contortus utilizando las fracciones obtenidas a partir del extracto
etandlico de A. cina en donde se determino que el grupo de animales tratados con la
fraccion n-hexanica de A. cina redujo en un 95.4% los estadios endoparasitos de H.
contortus. Higuera-Piedrahita, (2021) determinaron la composicion parcial de una
mezcla de compuestos obtenidos a partir del extracto n-hexanico de A. cina, dichos
compuestos se obtuvieron mediante una separacion por medio de cromatografia al
vacio en columna, los cuales poseen actividad antihelmintica contra huevos, larvas
infectantes (L3), larvas hematofagas y adultos de H. contortus in vitro. Esta mezcla
contiene los lignanos 3'-demetoxi-6- O -desmetilisoguaiacina y norisoguaiacina en
proporcién del 60% y 40%, con efecto antihelmintico sobre H. contortus a los cuales
se les denomina en conjunto como cinaguaiacina (Higuera-Piedrahita, 2022). Esta
combinacion de moléculas no ha sido reportada en la literatura respecto a sus efectos
relacionados a los cambios en los analitos en la sangre de los pacientes tratados o

en parametros relacionados al estrés oxidativo a nivel celular, por lo cual, se hace
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necesaria la evaluacién de estos compuestos cuando se desafian al metabolismo in
vivo (Higuera-Piedrahita, 2023).

Uno de los lignanos obtenidos por Higuera-Piedrahita, (2023) fue reportado con efecto
antibacteriano en el afio 1989 (Konno, 1989). 3'-demetoxi-6- O -desmetilisoguaiacina
ha sido reportado con actividad elevada sobre S. aureus (Favela, 2015). La actividad
esta relacionada a la alteracion metabolica de los procesos en la bacteria (Favela,
2015). El otro lignano que compone la mezcla se denomina norisoguaiacina el cual
posee inhibicion sobre enzimas relacionadas a la funcién de la mitocondria (Pardini,
1973). Higuera-Piedrahita, (2021)probo dichos compuestos sobre fases de vida libre
de H. contortus y se plantean como posibles antihelminticos, aunque dicha actividad
no ha sido reportada por otros autores, por lo que el mecanismo de accion es aun

desconocido. La estructura propuesta se muestra en la figura 2.

Figura 2. Estructura quimica de A 3'-demetoxi-6- O -desmetilisoguaiacina 'y B
Norisoguaiacina

11 11
HO o HO 5
HO 107 12 HO 10 ™ 12
H3c0”
OH OH
A B

Tomado de: Higuera-Piedrahita, 2020

Estudio de toxicidad

De acuerdo con Roldan (2016) un toxico es toda radiacién fisica o agente que, tras
generarse internamente, entrar en contacto, penetrar o ser absorbido por un

organismo vivo, en dosis lo suficientemente alta, puede producir un efecto adverso
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directo o indirecto en el mismo, de forma tal, que en los dltimos afios y debido al
renovado interés en las plantas medicinales, algunas de ellas han sido objeto de
investigacion, pero sus reportes son escasos; gran parte de los estudios realizados
tienen como objeto demostrar alguna actividad biologica y/o aislar los compuestos
responsables de dicha actividad. A pesar de que, por tradicién popular, los individuos
de las distintas comunidades han descartado aquellas plantas detectadas como
toxicas, la evaluacion cientifica de su toxicidad es crucial para establecer una relacion
riesgo-beneficio minima (Gorzalczany, 1999). Sin embargo, la informacion existente
acerca de la toxicidad de muchas de las plantas actualmente usadas como
medicinales es muy poca, por lo que estudios de toxicidad aguda y crénica en
animales de experimentacion se hacen imprescindibles al momento de evaluar su

utilizacion en terapéutica (Gorzalczany, 1999).

El descubrimiento de un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal es resultado
del estudio cientifico de plantas bien conocidas y empleadas en la medicina tradicional
(Berenguer, 2013). No obstante, se debe tener en cuenta que ciertas plantas
medicinales no han mostrado las propiedades que les atribuye la experiencia popular,
e incluso algunas han resultado peligrosas. De ahi la necesidad de realizar estudios
farmacoldgicos y toxicolégicos, estos ultimos son los que cumplen la finalidad de
determinar la seguridad de su uso. Los examenes hematoldgicos y de quimica
sanguinea son de gran valor en los ensayos toxicoldgicos a largo plazo, porque son
indicativos del alcance y profundidad de un dafio, ademas los resultados pueden

correlacionarse con los posibles dafios sobre un érgano especifico (Berenguer, 2013).

En el mercado existe un gran nimero de nuevos productos naturales y aunque
muchos de estos han contribuido a mejorar la calidad de vida, otros estan
relacionados con determinados riesgos por su toxicidad. Por esta razon, se
recomienda que la aplicacion de las plantas medicinales tradicionales se efectue
sobre una base cientifica que valide la efectividad terapéutica y la relativa inocuidad
de estas (Berenguer, 2013).
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OECD 420 (2001)

La Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE, 2023) es
una organizacion internacional cuya mision es disefiar mejores politicas que
favorezcan la prosperidad, la igualdad, las oportunidades y el bienestar para todas las
personas. Trabaja en colaboracién con gobiernos, responsables de politicas publicas
y ciudadanos para establecer estdndares internacionales y proponer soluciones
basadas en datos empiricos a diversos retos sociales, econémicos Yy

medioambientales.

Antiguamente, los métodos tradicionales para evaluar la toxicidad aguda utilizaban la
muerte de los animales como criterio de valoracion. Actualmente, dichos criterios se
basan en la observacion de signos claros de toxicidad en una serie de niveles de dosis
fijos (OECD, 2001). Los estudios in vivo han demostrado que el procedimiento es
reproducible, se utilizan menos animales, causa menos sufrimiento que los métodos
tradicionales y es capaz de clasificar las sustancias de manera similar a otros métodos
de prueba de toxicidad aguda (OECD, 2001).

En un principio en el método de estudio solo se utilizan dosis moderadamente téxicas,
y se debe evitar la administracion de dosis que se espera que sean letales. Ademas,
no es necesario administrar dosis que se sabe que causan dolor y angustia marcados,
debido a acciones corrosivas o irritantes severos (Gorzalczany, 1999). Los animales
moribundos, con dolor evidente o que muestren signos de angustia grave y duradera,
se sacrificaran y se consideraran en la interpretacion de los resultados de la prueba
de la misma manera que los animales que murieron en la prueba (Gorzalczany, 1999).
El nivel de dosis inicial se selecciona con base en un estudio de avistamiento como
la dosis que se espera que produzca algunos signos de toxicidad sin causar efectos
toxicos graves o incluso mortales (Berenguer, 2013). Normalmente se utiliza un total
de cinco animales para cada nivel de dosis investigado. El intervalo de tiempo entre
la dosificacion en cada nivel esta determinado por el inicio, la duracion y la gravedad
de los signos toxicos (Berenguer, 2013). Los animales se observan individualmente
después de la dosificacion al menos una vez durante los primeros 30 minutos y de
forma periddica durante las primeras 24 horas, con especial atencion durante las

primeras 4 horas, y diariamente a partir de entonces, durante un total de 14 dias. Es
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necesario realizar observaciones adicionales si los animales continGban mostrando
signos de toxicidad (Genovese & Newman, 2008). Las observaciones deben incluir
cambios en la piel y el pelaje, los ojos y las membranas mucosas, sistema respiratorio,
circulatorio, nervioso autdbnomo y nervioso central, asi como la actividad motora y el
patréon de comportamiento (Genovese & Newman, 2008). Se debe prestar atencion a
la presencia de temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suefio y coma.
Los animales que se encuentren en un estado moribundo, que muestren un dolor
intenso 0 signos duraderos de angustia grave deben sacrificarse (Genovese &
Newman, 2008).

Actualmente, dentro de la categoria de “Seguridad Quimica y Bioseguridad”, la OECD
ha hecho diferentes divisiones tematicas, con el fin de garantizar la seguridad quimica
y las buenas practicas de laboratorio. Dentro de estas divisiones teméaticas se
encuentran: pruebas de productos quimicos, asesoria en el manejo de productos
guimicos, prevencién de accidentes quimicos, liberacién de contaminantes, seguridad
de nanomateriales, pesticidas y biocidas usados en la agricultura y bioseguridad. De
acuerdo con las necesidades del experimento y los reportes encontrados a las
moléculas se sugiere el uso de la guia 420 (Castro, 2019). El catalogo de guias para
ensayos de sustancias quimicas de la OECD consta, hasta el 2017, de sesenta y siete
guias aprobadas y actualizadas. Cuarenta y cuatro de estas guias se desarrollan in
vivo, veintidds in vitro y uno in chemico, éstas se describen en el Anexo 3 (Castro,
2019).

Parametros bioquimicos

La bioguimica clinica es una disciplina que se encuentra en el area de la medicina
gue consiste en tomar una muestra de sangre de un individuo y comprende en el
estudio metabdlico y molecular en relacion con los cambios fisiologicos, patologicos
o inducidos por alguna terapia administrada. Para dicho estudio se utilizan diferentes
meétodos y técnicas de la quimica y bioguimica analitica con el objetivo de obtener la
informacion necesaria para diagnosticar dar seguimiento a alguna enfermedad o
pronosticarla (Rios, 2019). Los parametros evaluados mas comunmente se observan

en la tabla 2.
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Tabla 2 .

Analitos e interpretacion de una bioquimica sanguinea.

Prueba ¢Dobnde se Interpretacion
encuentra?
Rango alto Rango bajo
Albumina | Proteina Hipoalbuminemia Hipoalbuminemia
sintetizada en - Deshidratacion - Hipo produccion
higado - Malabsorcién intestinal
- Mal digestion (IPE)
- Desnutricion: parasitaria /
dietética
- Hepatopatia crénica
- Pérdidas
- Insuficiencia renal
- Hemorragia externa
- Enteropatia perdedora de
proteinas
Amilasa Pancreas - Enfermedad Sin relevancia médica
pancreética:
inflamacion aguda,
neoplasias, necrosis,
obstruccion del
conducto pancreatico.
- Enfermedad intestinal
- Enfermedad hepatica
Bilirrubina | Higado - Anemia hemolitica - Sin relevancia médica
total - Enfermedad hepatica
y obstruccion
extrahepatica
Colesterol | Proviene - Hipotiroidismo - Enteropatia perdedora de

principalment

e delos

- Diabetes mellitus

- Hiperadrenocorticism

proteinas

- Hepatopatias graves
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hepatocitos,

o

- Desnutricion grave

sin embargo, Enfermedad hepatica
también de por colestasis
células de la Sindrome nefrotico
mucosa Pancreatitis
intestinal,

gonadas y

glandulas

adrenales

Creatinina | Metabolito Insuficiencia renal - Insuficiencia hepatica
generado en Incremento de la - Dieta hipoprotéica
los musculos actividad muscular - Masa muscular reducida
a partir de la Hipertiroidismo (falsa reduccién de la
fosfocreatina cretainina por caquexia

pronunciada asociada a un
incremento del metabolismo
proteico)

Urea Producto Insuficiencia renal - Dieta hipoproteica (anorexia
terminal del Deshidratacion o prolongada, malabsorcion)
metabolismo hipovolemia (shock, Insuficiencia hepatica
de las fallo cardiaco, cronica
proteinas y hemorragia,
sintetizado en pancreatitis)
el higado a Hipoadrenocorticismo.
partir del
amonio

Creatinin Musculo Procesos que cursan - Sin relevancia médica

cinasa con rotura de fibras

musculares
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Miositis:
enfermedades
infecciosas
Miocarditis e infarto
de miocardio
Medicacion con
tetraciclina, penicilina,
diazepam

Hemolisis.

Alanina
aminotrans

ferasa

Higado

Alteracion de la
permeabilidad de la
membrana de los
hepatocitos

Ligeras elevaciones
en trastornos
gastrointestinales,
enfermedades
metabdlicas
Terapia prolongada
con
anticonvulsivantes y
corticosteroides en el
perro.

Anoxia (anemia)

Sin relevancia médica

Fosfatasa

alcalina

Normal en animales
jévenes en
crecimiento
Sindrome de Cushing
Farmacos
(glucocorticoides,
fenobarbital)

Osteopatia:

Malnutricion
Hipotiroidismo
Deficiencia de zinc y/o

magnesio
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osteosarcoma,

osteomielitis

Globulinas

Proteina
sintetizada en
higado y
tejidos

linfoides

Infecciosas:
bacterianas
(pioderma, procesos
cronicos), virales
(PIF), parasitarias
(filariosis,
demodicosis,
escabiosis),
leishmania, ehrlichia,
micosis sistémicas
Enfermedad
inmunomediada: por
complejos inmunes
(infecciones),
glomerulonefritis,
anemia hemolitica y
trombocitopenia
autoinmune,
poliartritis, pénfigo,
artritis reumatoide.

Neoplasia.

Hemorragia, enteropatia
perdedora de proteinas,
nefropatia con pérdida de
proteinas, inmunodeficiencia

combinada

Glucosa

Sangre

Diabetes mellitus
Hiperadrenocorticism
0

Pancreatitis aguda,
neoplasias pancreas
exocrino latrogénica:
glucocorticoides
Exceso de

progesterona

Hiperinsulinismo (iatrogénico,
insulinoma...)

Insuficiencia hepatica
Hipoadrenocorticismo.
Malnutriciéon, malabsorcion,
diarrea, vémito graves.

Septicemia
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(gestacion,diestro)

Insuficiencia renal

Proteinas | Higado Hiperalbuninemia Hipoalbuminemia
totales Hiperglobulinemia Hipoglobulinemia
Artificios: lipemia, Farmacos: estrogenos,
hemodlisis, anticonvulsivos,
hiperbilirrubinemia, antineoplasicos
hiperglucemia
Farmacos: esteroides
anabdlicos,
corticoides,
progesterona, insulina
Calcio El calcio es Hiperparatiroidismo Hipoalbuminemia.

un catién que
predomina en
el extracelular
en forma libre
y unida a
proteinas u
otros

componentes

primario,
Neoplasias 6seas
(mieloma mudltiple,
linfoma).
Enfermedad de
Addison.

Falla renal crénica.
Hipoparatiroidismo primario.

Intoxicacién con etilén glicol.

Adaptado de Rios, 2019

Evaluaciones de parametros relacionados al estrés oxidativo

Estrés oxidativo

Actualmente el estrés oxidativo es considerado como un desequilibrio bioquimico

favorecido por la produccion excesiva de especies oxidantes que provoca dafio

oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas

antioxidantes. Asi, el concepto de estrés oxidativo como desequilibrio implica que en

condiciones fisiologicas normales deberia existir un equilibrio o una situacion de casi

equilibrio, entre oxidantes y antioxidantes (Rodriguez, 2013). Otra definicidon es que
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el estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis de oOxido-reduccion (redox) intracelular, es decir el balance entre
prooxidantes y antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes, conduciendo a un dafio celular (Guzman Baez, 2021). Los
radicales libres son atomos, moléculas o iones con electrones desapareados que son
altamente inestables y activos en reacciones quimicas con otras moléculas. Derivan
de tres elementos: oxigeno, nitrégeno y azufre, creando asi ROS, estos se producen
como parte normal del metabolismo dentro de las mitocondrias (Carocho, 2013). Los
principales objetivos de ROS son moléculas de ADN (&cido desoxirribonucleico), ARN
(acido ribonucleico), proteinas, azucares Yy lipidos lo cual produce acumulacién de
agregados intracelulares, disfuncién mitocondrial, citotoxicidad y apoptosis (Carocho,
2013).

Proteinas

Las principales modificaciones que sufren las proteinas ante la oxidacion son: la
pérdida de la actividad catalitica, modificaciones en aminoé&cidos, formacion de
grupos carbonilo, formacion de enlaces covalentes, formacion de puentes disulfuro y
mayor susceptibilidad a protedlisis. Las proteinas poseen diversos grupos con
diferentes grados de oxidacioén, los cuales pueden sufrir varios grados de modificacion
al exponerse ante agentes oxidantes, entre ellas se encuentra la aparicion de grupos
carbonilo (aldehidos y cetonas), oxidacion de residuos de histidina a oxo-histidina, de
fenilalanina a orto y meta-tirosina, la conversién de metionina a metioninsulféxido o la

degradacion oxidativa de triptofano a quinureninas (Diaz, 2006).

Glutatién (GSH)

El glutatibn (GSH) es un tripéptido compuesto de glutamato, cisteina y glicina. Las
funciones del GSH estan relacionadas con diversas actividades a nivel celular como
uno de los principales responsables de eliminar a los radicales libres, por ende,
desempeiia un papel importante en el mantenimiento del equilibrio redox intracelular
(Liu et al, 2022).

El GSH contiene un grupo tiol activo que se oxida y deshidrogena facilmente, como
uno de los principales secuestrantes fisiologicos de radicales libres, responsable de

eliminar los radicales libres de Oz (oxigeno) y proporcionar electrones para enzimas
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como la glutation peroxidasa (GPX) para reducir el H202 (peréxido de hidrogeno) a
H20 (agua), que desempefia un papel en el mantenimiento del equilibrio redox
intracelular, reduciendo los dafios oxidativos Yy previniendo la apoptosis (Liu et al.,
2022). El GSH patrticipa en la neutralizacion de H202 en el citosol en colaboracion con
la glutatibn peroxidasa (GPx) que toma hidrogenos de dos moléculas de GSH,
convirtiendo una molécula de H202 en dos de H20 y uno de GSSG (glutation
disulfuro). La glutation reductasa (GSR) reduce el GSSG de nuevo a GSH utilizando
NADPH como donante de electrones (Figura 3) (Mota, 2022).

Figura 3. Via del glutation en la célula.

2 GSH

GSH
Peroxidasa -
oS- transferasa e 0

GSSH

GSH
peroxidasa reductasa e

ROH + H,0

Tomado de: Mota, 2022

TBARS

Uno de los marcadores de estrés oxidativo mas frecuentemente utilizado para estimar
la peroxidacion lipidica es el TBARS (sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbitdrico) en donde predomina el malondialdehido (Rojas, 2022). La interaccion
de los radicales libres con los lipidos séricos y tisulares se le denomina peroxidacion
lipidica, este proceso da lugar a diversos metabolitos de degradacion, uno de ellos el
malondialdehido (MDA), el cual es el unico aldehido medible y puede ser detectado
por la reaccion con el acido tiobarbitarico en condiciones acidas que lleva a la
formacion de un producto coloreado en tonos rosaceos que se puede medir por
espectrofotometria o HPLC (Cromatografia liquida de alta eficacia) (Melgarejo, 2017;

Muniiz, 2014).
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Los acidos poliinsaturados (linoléico, araquidénico) que forman parte de la membrana
celular son atacados por ERO, en sus enlaces dobles conjugados iniciando el dafio
oxidativo y los radicales libres de los lipidos resultantes propagan el proceso de
peroxidacion (Rojas, 2022). Lo explicado anteriormente permite la acumulacion de
hidroperdxidos que finalmente se descomponen en una gran variedad de productos
terminales, los principales son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal
(Rodriguez, 2013). EI MDA es utilizado como biomarcador de lipoperoxidacion, es un
producto mutagénico y toxico porque se une al ADN para formar aductos, es decir, la
union de dos moléculas mediante un enlace covalente. Sin embargo, en la
lipoperoxidacion enzimética los &cidos grasos oxidados son liberados de los lipidos

de las membranas por fosfolipasas y otras lipasas (Rodriguez, 2013).
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Justificacion

Actualmente la resistencia de bacterias y parasitos a diversos medicamentos es un
problema que afecta a la poblacion a nivel mundial, por ende, se buscan alternativas
méas eficaces y seguras. A lo largo de la historia se han reportado diversas plantas a
las cuales se les atribuyen propiedades medicinales, las cuales han sido objeto de
estudio para comprobar dichos efectos, dosis terapéuticas y su toxicidad.

Artemisia cina es una planta ampliamente utilizada por su efecto antimalérico, anti-
inflamatorio, infecciones por hongos, bacterias y virus, asi como antipirética y
analgésica. Recientemente se demostro el efecto antihelmintico de A. cina en
infecciones naturales e inducidas de H. contortus en ovinos, utilizando extractos
hidroalcohdlicos y etandlicos. Posteriormente se determind una mezcla de
compuestos obtenidos a partir del extracto n-hexanico de A. cina la cual posee
actividad antihelmintica contra huevos, larvas infectantes (L3), larvas hematéfagas y
adultos del mismo parasito in vitro. Esta mezcla contiene los lignanos 3'-demetoxi-
6- O -desmetilisoguaiacina y norisoguaiacina; sin embargo, no se conocen efectos
subsecuentes a la administracion de estos compuestos en la salud del animal. De
acuerdo con lo anteriormente mencionado, se observé la necesidad de evaluar sus
efectos relacionados a los parametros bioguimicos en la sangre de los pacientes
tratados a diferentes dosis y en parametros relacionados al estrés oxidativo a nivel
celular, por lo cual, se hace necesaria la evaluacion de estos compuestos cuando se

desafian al metabolismo in vivo.
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Objetivos
Objetivo general
e Evaluar el efecto del extracto n-hexanico de Artemisia cina y las moléculas
cinaguaiacina en ratas Wistar sobre los parametros bioquimicos vy

biomarcadores de estrés oxidativo.

Objetivos especificos

e Elaborar el extracto n-hexanico a partir de la planta Artemisia cina y
fraccionarlo para separar y purificar los lignanos denominados cinaguaiacina.

e Determinar el efecto de extracto n-hexanico de Artemisia cina y cinaguaiacina
sobre los parametros bioquimicos en sangre de ratas Wistar postratamiento.

e Determinar el efecto del extracto n-hexanico de Artemisia cina y
cinaguaiacina sobre biomarcadores de estrés oxidativo en tejidos de ratas

Wistar.
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Metodologia

Localizacion

La preparacion de los tratamientos administrados utilizados (cinaguiacina y extracto
n-hexénico de A. cina), la evaluacién de los parametros bioquimicos y de marcadores
relacionados al estrés oxidativo se llevaron a cabo en los laboratorios 3 y 9 de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria. La administracion de dichos tratamientos,
asi como la observacién, cuidado y posterior eutanasia de las ratas Wistar se llevaron
a cabo en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

respectivamente.

Elaboracion del extracto a partir de materia vegetal

Las hojas y tallos frescos en prefloracion de A. cina O. Berg ex Poljakov (Asteraceae)
(3 Kg) se compraron en el laboratorio de Hunab y se confirmé la autenticidad de la
planta a través del herbario de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan donde
se obtuvo el numero de voucher (No 11967). Las condiciones de crecimientos de la
planta fueron 80% de humedad, 24°C de temperatura y pH = 6.3 suelo.

El material vegetal se molié y se colocaron en recipientes de cristal de un litro. La
extraccion se realiz6 con n-hexano por 24 h a temperatura ambiente (23 - 25 °C). El
extracto se filtré con papel Whatman No. 4 y el solvente se eliminé por destilacion a
baja presion en un rotavapor (Heidolph Laborota 4000, Heidolph Instruments,
Schwabach, Alemania), el extracto se dejé al alto vacio hasta su sequedad total, se
pesd y posteriormente se realizé la separacion e identificacion de cinaguaiacina
utilizando cromatografia en columna abierta con silica. La mezcla de lignanos se
concentraron con un rotaevaporador, se seco y se pes0 para su posterior uso en las

ratas.

Aislamiento e identificacion de 3'-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina vy

norisoguaiacina del extracto n-hexanico de A. cina

El extracto de n-hexano se procesé mediante técnicas cromatograficas con gel de
silice en columna abierta (200 g, malla 70-230; Merck, Darmstadt, Alemania). El
extracto se eluyo mediante un sistema de gradiente con n-hexano y acetato de etilo,

con polaridad creciente como fase movil comenzando con n-hexano al 100 % y
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finalizando con acetato de etilo al 100%. Las fracciones se agruparon segun su
similitud quimica y se monitorearon mediante cromatografia en capa fina y se

concentraron mediante un rotaevaporador.

Disefio experimental

Las dosis de tratamiento se administraron segun los lineamientos de la guia 420 de
la OECD (2001) para la evaluacién de toxicidad oral, para ello, se utilizé el siguiente
procedimiento: se tomaron 50 ratas Wistar de 14 semanas de edad las cuales se
distribuyeron en 10 grupos experimentales de forma aleatoria, cada grupo
conformado por 5 ratas. A los grupos experimentales se les administré via oral los
tratamientos y se distribuyeron de la siguiente forma: extracto n-hexanico de A. cina:
grupo 1: 4 mg/kg; grupo 2: 40 mg/kg; grupo 3: 240 mg/kg; grupo 4: 1600 mg/kg;
cinaguaiacina: grupo 5: 2 mg/kg; grupo 6: 20 mg/kg; grupo 7: 120 mg/kg; grupo 8: 800
mg/kg. Grupo 9: se le administré polivinilpirrolidona a una dosis de 1600 mg/kg y al
Grupo 10: se administr6 agua destilada. Las ratas se observaron cada cuatro horas
después de la administraciéon de los tratamientos durante 14 dias como lo mencionan
las guias OECD (2001) para la evaluacién de toxicidad oral en moléculas quimicas y

se documentaron los cambios comportamentales.

Tratamiento de ratas Wistar con extracto n-hexanico y cinaguaiacina de A. cina

Los tratamientos aplicados se muestran en la tabla 3 que se presenta a

continuacion.

Tabla 3. Tratamientos de las ratas Wistar con extracto n-hexanico y cinaguaiacina obtenidas
a partir de Artemisia cina

Grupo Tratamiento n Sexo Dosis Fecha de Fecha de
inicio sacrificio
1 Extracto n- 5 3 4 18/04/2022 | 2/05/2022
hexanico de machos | mg/Kg
Artemisia cina 2
hembras
2 Extracto n- 5 3 40 18/04/2022 | 2/05/2022
hexanico de machos | mg/Kg
Artemisia cina
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2

hembras
3 Extracto n- 3 240 18/04/2022 | 2/05/2022
hexanico de machos | mg/Kg
Artemisia cina 2
hembras
4 Extracto n- 3 1600 18/04/2022 | 2/05/2022
hexanico de machos | mg/Kg
Artemisia cina 2
hembras
5 Cinaguaiacina 3 2 18/04/2022 | 2/05/2022
machos | mg/Kg
2
hembras
6 Cinaguaiacina 3 20 17/05/2022 | 1/06/2022
machos | mg/Kg
2
hembras
7 Cinaguaiacina 3 120 17/05/2022 | 1/06/2022
machos | mg/Kg
2
hembras
8 Cinaguaiacina 3 800 17/05/2022 | 1/06/2022
machos | mg/Kg
2
hembras
9 Polivinilpirrolidona 3 1600 17/05/2022 | 1/06/2022
machos | mg/Kg
2
hembras
10 Testigo 3 0 17/05/2022 | 1/06/2022
machos
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2

hembras

Evaluacion de parametros bioquimicos en la sangre

Alos 14 dias las ratas se llevaron a eutanasia utilizando camara de CO:2 y se recupero
la mayor cantidad de sangre en tubos con heparina de litio para determinar los
parametros bioquimicos de la sangre mediante un analizador bioquimico siguiendo el
procedimiento reportado por Reitman y Frankel (1957). Los parametros que se
evaluaron son los siguientes: Albumina (ALB), total proteina (TP), globulina (GLO),
relacion albumina — globulina (A/G), calcio (Ca), glucosa (GLU), urea (BUN), fosforo
(P), amilasa (AMY), colesterol (CHOL), alanina aminotransferasa (ALT), total
bilirrubina (TBIL), fosfatasa alcalina (ALP), creatinina (CRE), relacion urea — creatinina
(BUN/CRE) y creatinin cinasa (CK). Las muestras se procesaron en un analizador

automatico de quimica seca (Celercare V5, Minchip®).

Evaluacion de parametros relacionados al estrés oxidativo

Se evaluaron tres parametros: glutation reducido (GSH), sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARS) y proteina, este Ultimo no se incluye en el trabajo, ya que es
necesario para obtener TBARS y GSH. Se sigui6 el protocolo descrito por Guzméan y
Pacheco (2021) en cerebro, rifidn, corazon, pulmén e higado de rata. Para este
ensayo se pesaron 100mg de tejido, se realizé la inmersion de estos en buffer de lisis
y posteriormente se homogenizaron. Las muestras se centrifugaron a 13,000 rev/15
min a 4°C, se recolectd el sobrenadante y con él se llevé a cabo la prueba de
proteinas, GSH y TBARS.

Para la cuantificacién de proteinas se realiz6 el ensayo de Bradford, se tomaron 10
ML del sobrenadante de muestra y se diluyd en 990 yL de soluciéon PBS 1x, de la
anterior dilucion, se tomaron 40 pL y se adicionan 960 uyL de solucion diluida de
Bradford en agua (1:4). La reaccion se dejo por 10 minutos protegida de la luz y se
leyo en el espectrofotdmetro de UV/visible a 595 nm (Multiscan Go, Thermo Fisher®).
Los datos se analizaron mediante una regresion lineal utilizando como curva patron

las concentraciones conocidas de albumina sérica.
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Cuantificacién de glutation (GSH)

La cuantificacién de glutation se llevo a cabo segun la técnica reportada por Mota,
(2022) en donde a través del método espectrofotométrico basado en la reaccion del
GSH/GSSG, contenido en la muestra, con el acido 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoico)
(DTNB), reactivo de Ellman, reacciona con los residuos sulfhidrico, para producir GS-
TNB y TNB (4cido 5-tio-2-nitrobenzoico) de color amarillo, que es
espectrofotométricamente activo a 400-430 nm. Se tomaron 200uL de sobrenadante
de muestra con 10 pL de &cido sulfosalicilico al 5% (SSA), se incubd en hielo durante
15 min y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min a 4°C. Se recuperd el
sobrenadante y se agreg6 800 uL de solucién de reaccion (S-Rx) de GSH (0.1 M PBS,
0.2mM DTNB, 0.15 mM EDTA) y se dej6 incubando a 37°C durante 30 min. La lectura
se llevé a cabo en un espectrofotometro a 405 nm (Multiscan Go, Thermo Fisher®).
El analisis de resultados se llevo a cabo mediante una regresion lineal utilizando como
curva patron de tejidos con concentraciones conocida de GSH. El valor se dividio

entre el resultado obtenido de proteinas.

Cuantificacion de TBARS

El ensayo se llevé a cabo segun lo reportado por Mota, (2022) , se utilizaron 250 pL
de sobrenadante de muestra, se adicionaron 250 pL de acido perclérico al 2.5%, se
incubaron en hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min
a 4°C. Se recupero el sobrenadante y se agregaron 500 yL de TBA al 0.67% el cual
se dej6 incubando a 90°C durante 60 min. Se realiz6 la lectura en espectrofotbmetro
a una longitud de onda de 532 nm. La concentracion de TBARS de los tejidos se
obtuvo usando una curva estdndar de MDA conocida. El resultado se dividi6 entre la

concentracion de proteinas de la misma muestra.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con un ANOVA mediante un disefio completamente al
azar usando un procedimiento lineal general (PROC GLM) del paquete estadistico del
SAS version 9.0. El valor de confianza utilizado fue de 95%. Posteriormente se realizé

una prueba de Tukey con el fin de comparar la diferencia entre las medias.
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Cuidado y uso de los animales

El cuidado y uso de las unidades experimentales se llevé a cabo conforme a los
lineamientos del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales en
Experimentacion de la FESC (CICUAE-FESC) bajo la clave de registro C22_06. El

documento se muestra en el Anexo 1.

Resultados

Quimica sanguinea

De acuerdo con la tabla 4 se muestran los resultados de quimica sanguinea de los
grupos tratados (promedio y desviacion estandar), en todos los animales se encontré
un aumento significativo en la glucosa, foésforo, colesterol, fosfatasa alcalina y
creatinin cinasa respectivamente. En el caso de cinaguiacina a 2 mg/kg hubo un
aumento en colesterol, creatinin cinasa y urea, siendo este ultimo el valor mas elevado
comparado con los demas tratamientos, a 20 mg/kg se observd un incremento en
fosfatasa alcalina y creatinin cinasa, a 120 mg/kg colesterol y fosfatasa alcalina se
vieron elevados.

Por otro lado, la cinaguaiacina a 800 mg/kg aumenté la glucosa, colesterol, fosfatasa
alcalina y creatinin cinasa, resultados comparables al grupo testigo en el cual se
encontraron resultados similares excepto por el colesterol. Cinaguiacina a 1600 mg/kg

y K30 a 1600 mg/kg increment6 glucosa y creatinin cinasa en ambos grupos.
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Tabla 4. Resultados de bioquimica sanguinea de las ratas tratadas con extracto n-
hexanico de A. cina y cinaguaiacina.

Tratamientos

Promedio + desviacion estandar

CHO

TBI

BUN

ALB TP GLO | AG ca GLU BUN P1 AMY L ALT L ALP CRE CRE CcK
Extracto hexanico de Artemisia cina (mg/mL)
43. 43.
39. 65. 27. | 16 | 279 | 12. | 7.89 | 438 | 765. | 3.9 60™ 3.7 | 363. - 37.2 | 1299.
4 942 00?2 052 4abc ab 212 b a 202 g2 . [< 20ab L 52 752
+
1. | 4. +2. | 0. | 0. +2. +1. | £04 | +45. | 0. 8 +0 | +43. ’8 +10. | +607.
+3. .
49 86 77 42 35 94 31 0 07 68 .53 10 72 87
29 4
11. 42.
38. | 52. 13. | 29 | 2.64 . 6.69 | 423 | 561. | 3.6 | 61. | 3.2 | 438. . 33.5 | 1374
782 52bc 74¢ 42 ab L bed a Goab 8ab 00?2 32 502 00 0?2 002
40 b +1
+2. | #5. | £3. | 0. | 0. ) +1. | £0.8 | #90. | +0. | #21 | 0 | +61. 05 +9.9 | £885.
+2. .
07 15 46 56 17 30 1 24 81 .69 | .99 92 5 30
92 2
53.
37. 57. 22. | 16 | 280 | 99 | 7.01 | 3.77 | 756. | 2.9 - 41 | 421. | 41. | 375 | 9114
210 322 96ah 432 8abc a 6abc be ab 00?2 2bc . [¢ 40? 672 02 0?2
+2. | #3. +3. | 0. | 0. +0. +0. | #0.2 | £59. | 0. : +0 | #67. | #4. | £9.1 | £791.
+o.
40 17 92 43 23 43 76 8 49 24 10 .76 98 51 8 80
21. 10.
36. 58. . 1.7 | 2.82 . 715 | 341 | 418. | 29 | 56. | 3.7 | 351. | 40. | 35.0 | 764.5
822 18ab 36 4abc a o7 be abc Oob 6 25ab 2a 25abc 002 0?2 0?2
1600 b b
+3. +6. 3 +0. +0. n +0. +0.2 +45. +0. +8. +1 +57. +9. +11. +287.
+3. +1.
15 54 15 22 86 7 65 47 18 | .07 93 83 92 85
60 27
Cinaguaiacina (mg/mL)
26. 59.
oge 53. | 23. | 1.3 | 221 | 65 | 11.2 | 267 | 406. | 25 | 22. | 40 | 153. 500 44.2 | 654.7
) b 83 | 16% | 8 @ 3¢ 52 ¢ 75° 3 804 | 0° 254 1 52 52
+
15 +4. 2. +0. +0. +1. +0. +0.5 +53. +0. +1. +0 +36. 83 +58 +114.
+ .
60 06 39 18 19 83 8 35 27 30 | .60 85 0 85
.32 6
21. 44,
15. 38. . 13 1220 | 64 | 599 | 252 | 370. | 21 | 38. | 2.6 | 308. . 255 | 732.7
50b god 40 2¢ b 1¢ bed c 25b 3 500d 52 Ooabc 75 0? 52
20 b +1
+16 | 7. 5 +1. | 0. +2. +0. | 05 | +40. | 0. | #4. | 0 | +48. 31 +8.5 | +158.
+5. .
15 47 21 41 05 86 4 20 15 65 74 83 8 66
16 2
39. 67.
33. 46. 13. | 25 | 256 | 7.7 | 517 | 279 | 424. | 25 be 3.3 | 381 . 21.0 | 517.8
282 68cd 40° Oabc ab 6bc cd be 80b 6 40 12 75ab 00 0?2 0?2
120 d +1
1. | #1. +1. | 0. | 0. +0. +0. | £0.1 | +42. | 0. 3 +0 | +51. 21 7.7 | £921
+3. .
28 70 27 24 14 78 55 9 43 13 46 23 5 8
51 5
48. 10. 42. 50.
35. 13. | 26 | 2.76 477 | 3.01 | 438. | 24 2.6 | 346. 22.0 | 637.7
34ke 637 80% 80%
00?2 34 2abc ab d be 4ob 2 92 ooabc 0?2 52
800 d b ¢ +2
+3. 1. | 0. | 0. +0. | 0.2 | +66. | 0. +0 | #50. +7.4 | £134.
+4. +1. +4. 35
00 23 13 13 93 9 25 15 .29 38 4 76
03 26 60 2
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10. 46. 253. | 66.
36. | 49. 13. | 22 | 250 563 | 292 | 382. | 23 3.4 22.7 | 591.2
992 80 60> | 50
238 80bc 58¢ 4abc ab cd be Oob 9 12 52 0?2
1600 b ¢ d +2
+1. | #1. | #0. | 0. | 0. +0. | 205 | £36. | 0. 1 +9.5 | £113.
+1. +8. +30. | 1.2
59 94 64 98 39 77 1 03 21 .05 4 04
24 61 66 5
11. 44. 57.
37. 51. 13. | 27 | 271 527 | 295 | 435. | 23 2.9 | 315. 22.7 | 536.0
172 80% 00*
. 422 10bc 90°¢ Gab ab cd be 80b 9 52 Ooabc 52 0?2
Testigo b c *1
+1. | #1. +0. | 0. | 0. +0. | #0.2 | £55. | 0. +0 | +53. +4.7 | +66.6
+1. +3. 14
11 77 59 09 12 52 4 02 15 .96 35 9 7
03 56 3
3L 15. 46. 58.
46. 22 | 249 | 98 | 559 | 292 | 360. | 2.3 3.4 | 203. 29.2 | 5810.
08? 46° 80 60?
K30 (1600 . 54¢d 4abc ab [ cd be 60P 9 12 30%d ) 0?2 202
c c i
mg/mL) +7. +0. | #0. | *2. | 0. | £0.5 | #57. | 0. 1 | 11 +16. | £127.
+11 4. +8. 55
48 97 38 73 85 1 12 21 .05 | 6.34 61 21
.58 25 61 1
2.8 1.06 | 200- | 0.5
Valores de | 30- | 53- | 10- 1.8- 1.8- 250 20- | O- 16- | 18- 48-
referencia 48 82 50 3.55 10.3 61 | 12 | 302 | 71 520
7.9 3.55 0 2.4
mm mm mm mm um um um
. L L L | L | L | L | L
Unidades 9 9 9 - | ollL OL/ ol/lL | ollL u/ OL/ Ul OL/ Ul OL/ -- U/

Medias dentro de la misma columna con distinta literal estadisticamente difieren, P<0.5

Nomenclatura: ALB Albimina; TP Total proteina; GLO Globulinas; A/G Relacion Albumina- Globulina; Ca Calcio; GLU
glucosa; BUN Urea; P potasio; AMY Amilasa; CHOL Colesterol; ALT Alanina aminotransferasa; TBIL Total bilirrubina; ALP

Fosfatasa alcalina; CRE Creatinina; BUN/ CRE Relacién urea/ creatinina; CK Creatinin cinasa.

Biomarcadores de estrés oxidativo

En la fase post-destete, los animales que recibieron extracto de n-hexano y lignanos
y después de 14 dias tuvieron una reduccion en los niveles de TBARS en algunos
organos en comparacion con los animales control. En general, la actividad de la
enzima antioxidante como el GSH en el caso de las ratas tratadas con extracto y
lignanos aumento (p<0,05) en comparacion con el control. Es importante sefialar que
no todas las actividades enziméticas cambiaron concomitantemente, ni observamos
efectos en todos los experimentos. Los resultados por 6rgano se observan en la figura
4,5,6y 7. Enlos cerebros analizados se observé un aumento de los valores de GSH
con 20 y 120 mg/Kg de lignanos y k30 a una dosificacion de 1600 mg/kg. El mismo
comportamiento se observé en el grupo cerebral TBARS como se puede observar en

la figura 4 (A y B) marcadas en cada gréfica.
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En los higados analizados la actividad de GSH se observé un aumento en los
tratamientos con lignanos como se puede observar en el caso de 20 y 120 mg/kg,
ademas la actividad de TBARS fue mayor significativamente en los grupos tratados
con 4y 40 mg/Kg de extracto de n-hexano de acuerdo a la figura 5.

La actividad de GSH en el pulmén demostr6 una actividad similar entre los
tratamientos con extracto; sin embargo, las ratas tratadas con lignanos demostraron
una actividad reducida a excepcion de la dosis 2 mg/kg. En cuanto a TBARS se
encontré un incremento con cinaguiacina a 20 y 120 mg/kg, asi como K30 a una dosis
de 1600 mg/kg, como se muestra marcado en la figura 6.

Con respecto a los resultados obtenidos en el rifion se puede observar una
homogeneidad en la mayoria de las dosificaciones, siendo la mas alta K30 a 1600

mg/kg y cinaguiacina a 20 mg/kg de acuerdo a la figura 7.
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Figura 4. Cuantificacion de los valores de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico
(TBARS) Ay de Glutation (GSH) B en cerebro de ratas Wistar tratadas con extracto
n-hexano de Artemisia cina y 3'-Demetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina y
norisoguaiacina (lignanos) tratadas por via oral.
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Figura 5. Cuantificacion de los valores de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS) Ay de Glutation (GSH) B en higado de ratas Wistar tratadas con extracto

n-hexano de Artemisia cina y 3'-Demetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina y
norisoguaiacina (lignanos) tratadas por via oral.
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Figura 6. Cuantificacion de los valores de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico
(TBARS) Ay de Glutation (GSH) B en pulmoén de ratas Wistar tratadas con extracto
n-hexano de Artemisia cina y 3'-Demetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina y
norisoguaiacina (lignanos) tratadas por via oral.
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Figura 7. Cuantificacion de los valores de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico
(TBARS) Ay de Glutation (GSH) B en rifion de ratas Wistar tratadas con extracto n-
hexano de Artemisia cina y 3'-Demetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina y norisoguaiacina
(lignanos) tratadas por via oral.
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Discusién

Este trabajo se realizd6 de acuerdo con la guia OECD 420 “Toxicidad oral aguda por
dosis fijas”, en el cual se utilizaron 50 ratas Wistar con 14 semanas de edad y se
separaron en 10 grupos, en cada uno se administrd extracto n-hexanico de Artemisia
cina, cinaguaiacina (ambas a diferentes dosificaciones mg/ kg), polivinilpirrolidona y
un grupo testigo. En este trabajo se encontro que el uso del extracto y de los lignanos
produce algunos efectos notables sobre los parametros bioquimicos en sangre, asi,
el uso del extracto n-hexanico mostré elevaciones relevantes en el fosforo y fosfatasa
alcalina.

Todos los grupos mostraron elevaciones de la glucosa que se pueden atribuir al estrés
antemortem o incluso a la forma de sacrificio que se llevé a cabo (Rios, 2019). En el
caso del tratamiento con los lignanos se observo una elevacién en los siguientes

pardmetros: colesterol, fosfatasa alcalina y creatinin cinasa.

Estas elevaciones pueden ser signo de algunas enfermedades tales como la
colestasis, el sindrome nefrético o incluso la falla hepética. Sin embargo, el
diagndstico de las anteriores debe respaldarse y corroborarse con otras enzimas en
especifico. Es decir, si se presume de un dafio renal, no solamente esta afectado el
fésforo, sino ademas urea y la creatinina. En este estudio solo se observaron
alteraciones con el fosforo las cuales pueden ser atribuidas a un dafio renal inicial el
cual debe ser estudiado con tiempos de muestreo superiores. En el mismo sentido,
se observo la elevacién de la fosfatasa alcalina que podria deberse a un dafio
hepatico que asi mismo, debe ser corroborado con la alteracion de la albUmina, ALT
y bilirrubinas totales (Rios, 2019; Murphy, 2019).

Kumar en el 2005, demostrd que las elevaciones de fésforo pueden deberse a una
insuficiencia renal, lisis por dafio celular, lo cual da como resultado liberacion de
fésforo intracelular, al mismo tiempo, reporté un caso clinico en el cual la hepatitis
colestasica posee marcada colestasis e inflamacion portal y lobulillar leve
diagnosticada mediante una biopsia, en este caso, el reporte refiere que el paciente
ingirid suplemento a base de hierbas que contenia artemisinina. Artemisinina y sus
derivados son utilizados como suplemento herbal para tratar la malaria, los informes
de lesiones hepaticas graves secundarias a combinaciones de medicamentos

antipaludicos se deben a las dosis consumidas (Van Agtmael, 1999).
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En el caso de los hallazgos de la CK o creatincinasa esta enzima citoplasmatica esta
ubicada en las células del musculo cardiaco y esquelético, la elevacion reportada
puede deberse a la isquemia o inflamacién relacionada al tratamiento o incluso al
método de sacrificio. Es importante anotar que A. cina ha sido reportada con
caracteristicas antiinflamatorias, lo que permite inferir que este hallazgo es incidental.
Artemisia cina en general tiene propiedades antiinflamatorias y antihelminticas. La
santonina en especifico se administrd via intraperitoneal a ratas, se encontré que
presenta una actividad inflamatoria para procesos agudos parecidos al
antiinflamatorio no esteroideo: el diclofenaco s6dico (Mohammed, 1994).

En este trabajo se observo el posible dafio causado por los lignanos y el extracto con
el nivel de TBARS, asi mismo, el potencial protector o incluso inductor de la actividad
de la enzima glutation peroxidasa. En este trabajo, se demostraron elevaciones
significativas de GSH en dosis de 20 y 120 mg/kg, esto podria indicar un posible efecto
neuroprotector, que se corrobora con los datos obtenidos en TBARS. Es importante
mencionar, que el dafio en el cerebro, se debe evaluar a través de histopatologia, sin
embargo, la elevacion de TBARS puede verse relacionada no solo a dafio neural sino
también relacionada a factores metabdlicos, especificamente la alimentacion debido
a que las ratas mostraron el colesterol alto, incluyendo los controles (Mahmoud,
2022). El colesterol alto induce lipoperoxidacion lipidica en las neuronas, relacionando
éste a un factor fuerte a los hallazgos encontrados. Las dosis bajas de extracto n-
hexanico mostraron elevaciones de TBARS en el higado que no fueron subsanadas
por elevaciones de GSH, se puede intuir que el dafio oxidativo inducido por el extracto
puede verse reflejado en la alteracion de algunas enzimas relacionadas al

funcionamiento como la fosfatasa alcalina.

El higado representa un papel central en la regulacién del metabolismo del colesterol,
cuando hay una elevacion del colesterol promueve la evolucién de arteroesclerosis,
seguido de un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
y cerebrovasculares (Maldonado, 2012). Martinez (2011) menciona que la sintesis de
glutation en el cerebro es la misma que en los demas tejidos, aunque dicha molécula
se encuentra de manera uniforme por todo el cerebro, se reporta presencia de

enzimas precursoras de su sintesis principalmente en células gliales y neuronas.
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Cuando se pierde la homeostasis, los precursores para la sintesis de glutation son
obtenidos a partir del plasma, estos mismos atraviesan la barrera hematoencefélica a
partir de transportadores especificos que dependen de la presencia del aminoacido,
sulfhidrilo, Na+ y pH principalmente, se han descrito diversos sistemas de transporte
para poder atravesar la barrera hematoencefalica hacia las neuronas, astrocitos y
microglia principalmente (Valdovinos, 2012).

Se ha encontrado que hay una estrecha relacion entre el estrés oxidativo y los
procesos neurodegenerativos, por lo tanto, la importancia del glutation representa una
linea de defensa contra el estrés oxidativo, cuando ocurre una peroxidacion lipidica
en la membrana de las células, hablando especificamente de las neuronales, tiene un
efecto negativo sobre estas, dafiando la transduccion de sefiales y plasticidad
sinaptica (Enrico, 2022). Artemisia posee actividad antioxidante reportada,
relacionada a contrarrestar el estrés inducido por células tumorales, en el caso de los
hallazgos encontrados en el pulmon, se refuerza la teoria de que los lighanos poseen

dicha actividad, reportada en la planta y que favorecen el metabolismo celular.

En (2015) Wilhelm realiz6 un tratamiento con base en cépsulas de Artemisia a un
paciente con cancer de prostata metastasico, el cual concluyé que dicho tratamiento
con Artemisia a largo plazo, en conjunto con medicamentos anticancerigeno a corto
plazo se tiene como resultado una regresion considerable de dicho carcinoma. El
pulmoén posee como mecanismo antioxidante al sistema del glutation, el cual participa
tanto a nivel celular como en el liquido que cubre al epitelio alveolar, protegiéndolo
contra agentes oxidantes. Se ha reportado que el sistema del glutation en el pulmon
de rata experimenta diversos cambios fisiol6gicos en el periodo posnatal, los cuales
involucran enzimas que participan en su metabolismo, es decir, su desarrollo no esta
completo al nacer, el desarrollo alveolar se produce después. De acuerdo a lo
anteriormente mencionado, el contacto con los factores ambientales pueden tener un
mayor impacto cuando se expone en edades tempranas, en la cual existe poco
desarrollo en los sistemas antioxidantes de las células pulmonares, en comparacion

con la funcionalidad pulmonar adulta (Ramirez, 2007).

Finalmente, la polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero sintético que se obtiene a
partir del monomero N- vinilpirrolidona, tiene una buena biocompatibilidad, es soluble
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en disolventes tanto polares como apolares y por ende tiene un amplio nimero de
aplicaciones (Del Prado, 2016; Gomez, 2020). La polivinilpirrolidona ha sido muy
utilizado a lo largo de la historia como un expansor de plasma sanguineo y
actualmente como vehiculo para productos principalmente farmacéuticos. No se han
comprobado efectos toxicos o cancerigenos, por lo cual es muy seguro Su uso
(Pacheco, 2010). Los hallazgos encontrados en las ratas del presente experimento
muestran que la PVP posee un margen de seguridad en la administracion ya que
induce en algunos 6rganos como el rifion, higado y cerebro elevaciones de TBARS
contrarrestadas por elevaciones subsecuentes de GSH. Ademé&s de ello, los
parametros bioquimicos relacionados al uso de PVP no muestran diferencias
significativas respecto a los controles, solamente en algunos especificos relacionados

a factores externos al experimento como la glucosa.

Conclusiones

El extracto n-hexanico de Artemisia cina y los lignanos denominados cinaguaiacina
no mostraron alteraciones relevantes en los pardmetros bioquimicos en sangre de
ratas postratamiento, asi mismo, se demostro el efecto inductor oxidante del extracto
n-hexanico sobre el tejido neuronal, sin embargo, se observé la subsecuente

elevacion de enzimas relacionadas al efecto antioxidante como la GSH.

Perspectivas

Es importante mencionar que el dafio causado por un xenobidtico puede verse
reflejado a través del aumento de TBARS en la célula desde las primeras horas, por
lo cual, se sugiere, conocer el estatus de estos indicadores (TBARS y GSH) dentro

de las 24 horas posteriores a la aplicacién del tratamiento.
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Anexo 1. Oficio FESC/CICUAE

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
COMITE INTEFMNO PARA EL CUIDADO Y USO

B, DE LOS ANIMAILES EN EXPERIMENTACION
WNIVERADAD NAC)OMaL CICUAE-FESC
-‘“&:’::-;:“ OFICIO: FESC/CICUAE2/06/2022

DEA. ROSA ISABEL HIGUEEA PIEDEAHITA
ACADEMICADE LA FES-CUAUTITLAN
PRESENTE

En respuesta a la solicitud de revision de su proyecto de expenmentacion por el Comuté Inferme para el Cuidado v
Uso de los Amimales de Expenimentacion (CICUAE-FESC) v una vez que su protecolo de experimentacion fue
revisado por el pleno del comité ] 15 dejumio del presente, el comité le hace las simuientes observaciones:

MNombre del protocola:

“Evaluacion del efecto téxico del extracto n-hexanico de Artemisa cina v cinaguaiacina sobre los
parimetros bioguimicos en sangre v alteraciones anatomopatologicas en ratas Wistar, después de sm
administracion por via oral”

Clave de remstro CICUAE-FESC C 11 06.

Observaciones:

Punte niimero 6. Justificar el mimero de animales.

Homologar la edad de los amimales entre el formulano y el protocolo en extenso.

Punto 7. Especificar las condiciones de alojamiento, (temperatura, umedad relativa, densidad de
poblacién, tamafio v tipo de jaulas etc.).

Punte 10. Determinar el punto final humanitanio de por el que se debera termunar con el suffimiento
mnecesaro de los animales.

(IS py—

i

Dictamen: APROBADO CON OBSEEVACTIONES

Se le solicita atender las cbservaciones anteriormente sefialadas para que pueda dar inicio a su
protocoloe experimental.

Sin otro en patticolar, le envio ua cordial saludo.

ATENTAMENTE .
“PORMIEAZA HABLARA EL ESPIRITT™ ,I'f
Cuautitlan Izcalli Estado de México a 20 de junio de 2022,

SECRETARIO DEL CICUAE-FESC

CICUAE
- . FESC

M. en C. CRISC O MERCADO MARQUEZ.

C.cp. Arcluve CICUAE-FESC

CMM/cmm

54



Anexo 2. Principales plantas de la familia Asteraceae con posible actividad hipoglucemiante

en México.
Nombre cientifico Nombre comun Partes de la planta
utilizada
Ageratina petiolaris Hierba del Partes
angel aeéreas
Ageratum Hierba dulce Partes
conyzoides aéreas
Ambrosia Artemisa Partes
artemisiifolia aéreas
Artemisia absinthium | Ajenjo Hojas
Artemisia ludoviciana | Estafiate Partes
aéreas
Artemisia vulgaris Ajenjo Hojas
Bidens aurea Té de milpa Partes
aéreas
Bidens leucantha Rosilla Partes
aéreas
Bidens odorata Acetitilla Partes
aéreas
Bidens pilosa Acetitilla Partes
aéreas
Brickellia cavanillesii Prodigiosa Partes
aéreas
Brickellia squarrosa Amula Partes
aéreas
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Calea hypoleuca Prodigiosa Partes
aéreas
Calea integrifolia Prodigiosa Tallos
Chromolaena Ambula Partes
bigelovii aeéreas
Cirsium mexicanum Cardo santo Raiz
Cirsium rhaphilepis Cardo santo Flores
Conyza filaginoides Simonillo Partes
aéreas
Conyza Cimonillo Hojas
gnaphalioides
Cynara scolymus Alcachofa Flores

Tomado de (Hernandez, 2022)
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Anexo 3. Ensayos disponibles en la OECD para la evaluacion de toxicidad de farmacos

Guia Nombre de guia Animal
OECD
402 Toxicidad dérmica Ratas de 8 a 10 semanas
403 Toxicidad aguda por inhalacién Ratas de 8 a 10 semanas
404 Corrosion e irritacion dérmica aguda Conejos
405 Corrosion e irritabilidad aguda Conejos
406 Sensibilizacion dérmica Cobayos
407 Toxicidad oral sub cronica Ratas
409 Toxicidad oral en no roedores con | Cualquier mamifero

repeticion de dosis en 90 dias excepto roedores

410 Toxicidad dérmica con repeticion de dosis | Ratas, conejos o cobayos
411 Toxicidad sub crénica dérmica Cobayos
412 Toxicidad por inhalaciéon Ratas de 7 a 9 semanas
413 Toxicidad sub crénica por inhalacién Ratas de 7 a 9 semanas
414 Toxicidad prenatal del desarrollo Ratas o conejos
415 Toxicidad reproductiva Ratas o ratones
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416 Toxicidad en la reproduccion Ratas o ratones

417 Toxico cinética Ratas

418 Toxicidad oral con repeticion de dosis de 90 | Ratas
dias

418 Neurotoxicidad retrasada por | Gallus gallus domesticus
organofosforados después de exposicion
aguda

419 Neurotoxicidad retrasada por | Gallus gallus domesticus
organofosforados con repeticién en 28 dias

420 Toxicidad oral aguda por dosis fija Ratas

421 Toxicidad de reproduccion y desarrollo Ratas

422 Toxicidad de reproduccion y desarrollo con | Ratas
dosis combinada repetida

423 Toxicidad oral aguda Ratas

424 Neurotoxicidad Ratas

425 Toxicidad oral aguda con procedimiento up | Ratas
and down

426 Neurotoxicidad del desarrollo Ratas

427 Absorcion dérmica Ratas
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429 Sensibilizacion dérmica por método LLNA | Ratones de 8 a 12
con radio marcadores semanas

433 Toxicidad aguda por inhalacion Ratas

436 Toxicidad aguda por inhalacién Ratas

440 Bioensayo utero- tréfico Ratas

441 Ensayo Hershberger para propiedades | Ratas
androgénicas y anti androgénicas

442 A Sensibilizacion dérmica por método LLNA | Ratones de 8 a 10
sin radio marcadores semanas

442 B Sensibilizacion dérmica por el método | Ratones de 8 a 10
LLNA BrdU -ELISA sin radio marcadores semanas

443 Toxicidad reproductiva Ratas

451 Carcinogenicidad Roedores

452 Toxicidad crénica oral, dérmica y por | Ratas o ratones
inhalacion

453 Carcinogenicidad y toxicidad crénica oral, | Roedores
dérmica o por inhalaciéon

474 Micro — nucleos de eritrocitos de mamiferos | Ratas, ratones o]

cualquier mamifero
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475 Geno- toxicidad Ratas o ratones de 6 a 10
semanas

478 Dosis letal en roedores (DL) Ratones y ratas

483 Aberraciones de espermatogonios de | Ratas o ratones de 8 a 10
mamiferos semanas

485 Toxicologia genética Ratones

486 Células de higado de mamifero Ratas o ratones

488 Mutaciones en genes somaticos Yy |Ratones
germinales

489 Ensayo cometa en mamiferos Roedores de 6 a 10

semanas
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