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Resumen

Los radicales libres se definen como cualquier especie quimica capaz de existir
de forma independiente y que presenta uno o mas electrones desapareados en
su estructura, por lo tanto son altamente reactivos; también son conocidos como
especies reactivas del oxigeno y especies reactivas del nitrégeno. Fstos pueden
producir dafio oxidativo en macromoléculas biolégicas como el DNA, lipidos,
carbohidratos y proteinas. Estos participan en los mecanismos fisiopatologicos
de muchas enfermedades, tales como: cancer, diabetes, patologias cardiovascula-
res, procesos reumaticos, patologias gastroentéricas, afecciones broncopulmona-
res o procesos neurodegenerativos. También estan implicados en procesos fisio-
l6gicos como el envejecimiento, el dafio causado por el ejercicio fisico agotador y
otros. Por esto es necesario contar con una baterfa de ensayos que nos permitan
obtener informacién complementaria sobre ellos. El uso de radicales estables
coloreados se recomiendan como criterio preliminar para jerarquizar las distintas
plantas, extractos o fracciones de éstos, de acuerdo a su poder antioxidante. En
este capitulo abordaremos algunas técnicas de rutina para la determinacion de la
capacidad antiradicalaria. Por otro lado es importante el estudio de la toxicidad
de extractos, fracciones o moléculas aisladas de las plantas; si se determina esta
se puede calcular el indice terapéutico del extracto o compuesto para utilizarlo
con dosis subtoxicas. El Indice Terapéutico refleja la seguridad relativa de un
medicamento o compuesto en su selectividad de accion. También se presentan
protocolos para la determinacion de la toxicidad en varios niveles debido a que
es de vital importancia que los profesionales en esta area estén familiarizados
con los métodos abreviados que existen para evaluar la toxicidad aguda de un
producto, los cuales en su momento se crearon para cumplir con el principio de
las 3 «R» (Reduccién, Refinamiento y Reemplazo), y de esta forma utilizar una
menor cantidad de animales en sus investigaciones.

Palabras clave

Actividad antioxidante de plantas, radicales libres, toxicidad croénica, toxicidad
aguda.
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2.1. Actividad antioxidante

El estudio de la capacidad antioxidante de las plantas medicinales y alimenticias
ha crecido en las tltimas décadas ya que un nimero importante de productos ob-
tenidos de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles, poseen
efectos antioxidantes los cuales son evidenciados mediante diferentes ensayos 7
vitro e in vivo asociadas a cada uno de ellos. Por su elevado consumo a través de la
dieta y la presencia ubicua en muchas especies vegetales, el potencial de los poli-
fenoles como agentes antioxidantes ha sido el mas estudiado. Los antioxidantes
son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas
inhabilitando la iniciacién y/o propagacion de las reacciones en cadena de los
radicales libres. Podemos distinguir dos categorias: sintéticos y naturales. Los
primeros son compuestos de estructuras fenolicas con varios grados de sustitu-
cion alquilica, mientras que los segundos pueden ser: compuestos fenoélicos (to-
coferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides,
derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides (Pastene, 2009)

Por otra parte los radicales libres se definen como cualquier especie quimica
capaz de existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones
desapareados en su estructura, por lo tanto son altamente reactivos; también son
conocidos como especies reactivas del oxigeno y especies reactivas del nitrégeno,
(ROS y RNS, respectivamente por sus siglas en inglés). A bajas concentraciones
son necesarios para el buen funcionamiento celular pueden actuar como segun-
dos mensajeros estimulando la proliferacion celular y/o actuando como media-
dores para la activacion de las células, sin embargo, un exceso de los mismos
puede acumularse hasta niveles téxicos dando como resultado que se produz-
can diversas acciones sobre el metabolismo primario, que pueden producir dafio
oxidativo de macromoléculas biolégicas como el DNA, lipidos, carbohidratos y
proteinas. Estos participan en los mecanismos fisiopatolégicos de muchas en-
fermedades, tales como: cancer, diabetes, patologfas cardiovasculares, procesos
reumaticos, patologias gastroentéricas, afecciones broncopulmonares o procesos
neurodegenerativos. También estan implicados en procesos fisiol6gicos como el
envejecimiento, el dafio causado por el ejercicio fisico agotador y otros.

Mecanismo de accidon de los antioxidantes:

¢ Previniendo la formacion de ROS.
* Interceptando el ataque de ROS.
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¢ Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos
reactivas.

* TFacilitando la reparacion del dafio causado por ROS.

* Manteniendo un ambiente favorable para la actuaciéon de otros antioxidan-
tes.

¢ Amplificando la resistencia de las dianas biolégicas sensibles al ataque de ROS.
(Agudo, 2002)

La importancia de los polifenoles en salud humana ha sido ampliamente re-
visada. No obstante, uno de los aspectos criticos de la investigaciéon sobre la
capacidad antioxidante de productos naturales se relaciona con la elecciéon de
las herramientas de medicion. Cada vez es necesario contar con una bateria
de ensayos que nos permitan obtener informaciéon complementaria. El uso
de radicales estables coloreados como el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
Acido2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfonico (ABTS), o reactivos
como el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ); se recomiendan
como criterio preliminar para jerarquizar las distintas plantas, extractos o frac-
ciones de éstos, de acuerdo a su poder antioxidante. Dado que en los ensayos
mencionados ocurren reacciones de transferencia de electrones y/o hidroge-
no, el adecuado conocimiento de la quimica de tales sistemas es condicion size
qua non para interpretar correctamente los resultados, particularmente cuando
estos ensayos se aplican a muestras de fluidos biolégicos. Como se puede
apreciar en muchos estudios, los datos a menudo son cruzados con el conte-
nido de polifenoles totales de las muestras, determinados como equivalentes
de acido galico (GAE). Sin embargo, cada vez es mas frecuente recurrir a
técnicas de separacion acopladas a sistemas de deteccion como el arreglo de
diodos (DAD) o la espectrometria de masas (LC-MS). Dichas técnicas per-
miten diseccionar de mejor manera la actividad antioxidante y asignarla a un
grupo especifico de compuestos. Si bien es cierto, no existe una metodolo-
gia que pueda ser considerada como un «Gold Standardy, numerosos estudios
consideran que ciertos ensayos como el ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), poseen ventajas comparativas respecto al resto. El indice ORAC
permite combinar en un solo parametro, informacién sobre la cinética de
oxidacién utilizando el 4rea bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia
o absorbancia de una sonda como la fluoresceina (ORAC-FL) o el rojo de
pirogalol (ORAC-PGR), la cual es desafiada por radicales peroxilo (AAPH).
En el ensayo ORAC-FL los tiempos de induccién estan fuertemente influen-
ciados por el nimero de grupos fenodlicos presentes en la muestra mientras
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que, en el ensayo ORAC-PGR, dichos tiempos practicamente no se observan
y el decaimiento de la absorbancia se ve influenciado principalmente por la
reactividad de los fenoles de la muestra. Recientemente, se ha planteado que
ambos indices ORAC (FL y PGR) son complementarios y su relaciéon es un
mejor indicador de la calidad promedio de los antioxidantes de una muestra.
El mismo grupo de investigadores, ha propuesto el ORAC-PRG como una
forma rapida de determinar el contenido especifico de vitamina C en extractos
y fluidos biolégicos, dado que esta sustancia es una de las pocas que gene-
ra tiempos de induccién en forma concentracion-dependiente. En busca del
«Santo Grial metodoligico», y con el objetivo de ampliar su espectro de aplica-
cién, varios refinamientos han sido introducidos a este ensayo. Por ejemplo,
el uso de ciclodextrina metilada permite obtener el indice ORAC lipofilico en
distintas muestras vegetales o fluidos biologicos.

Adicionalmente, el ensayo ha demostrado ser altamente versatil, debido a que
en él se han introducido modificaciones que permiten medir el efecto de anti-
oxidantes sobre otras especies reactivas del oxigeno y nitrégeno dando origen
a variantes para el radical hidroxilo (HORAC), peroxinitrito (NORAC), anién
superoxido (SORAC).

Paralelamente, otros investigadores han desarrollado un ensayo denominado
CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity), el cual se ha empleado para
la determinacién de la capacidad antioxidante de polifenoles, acido ascérbico
y tioles. El ensayo también se ha adaptado para al analisis de antioxidantes
hidrofilicos como lipofilicos y en la determinacion de la capacidad captadora
de radical hidroxilo. Hace poco, el uso del indice ORAC como criterio de
poder antioxidante ha sido empleado por la USDA (United States Department
of Agriculture), la cual ha publicado una serie de tablas con la composicién
antioxidante de alimentos y plantas medicinales de uso en Norteamérica (Pas-
tene, 2009).

Existe evidencia de que los compuestos con actividad antioxidante estan relacio-
nados con actividad antiproliferativa de células tumorales y cancerigenas (Bonofi-
glio, Giordano, De Amicis, Lanzino & Ando, 2016; Caselli, Cirri, Santi & Paoli,
2016; Formagio et al., 2015; Jahanban-Esfahlan, Modaeinama, Abasi, Abbasi
& Jahanban-Esfahlan, 2015; Salim, Abd El-Magid, Farara & Maria, 2015). Las
medidas de la actividad antirradical se pueden realizar mediante dos estrategias
distintas, en funcion de la informacién que se desea obtener:



46 INVESTIGACION EN PLANTAS DE IMPORTANCIA MEDICA

Determinacion directa: El radical se emplea como un factor de cuantificaciéon
(produce una senal analitica). La adicion del antioxidante, antes o después de
la generacion del radical, provoca una disminucién de la sefal. En el ensayo
de post-adicién se forma el radical en ausencia de la muestra y asi, cuando
se aflade la sustancia antioxidante se produce un descenso en la sefial debido
a la disminucién de la concentraciéon del radical. En ensayos de inhibicion,
la muestra se afiade a los sustratos de oxidacién antes que sea generado el
radical, la reaccion comienza con la adicién del oxidante (ABTS*", DPPH,
entre otros).

Determinacion indirecta: 1.a presencia de radicales libres produce la pérdida o apa-
riciébn de un reactivo, y por tanto, en presencia de un antioxidante se provoca el
aumento o disminucion de la sefial (métodos ORAC, FRAP, entre otros).

2.2. Mcétodos para evaluar la actividad antioxidante

2.2.1. DPPH

La capacidad antioxidante medida como la capacidad captadora de radicales li-
bres se determina cualitativamente por el método DPPH.

Desarrollo del método
El ensayo estandarizado

Se toma una alicuota de 100 pL. de solucién en metanol de la muestra a tres con-
centraciones distintas (150, 100 y 50 mg/L)

Se adicionan 900 uL. de DPPH en solucién metandlica de concentracion 60 mg/L
y se mezclan.

Se incuban los tubos de reaccion por 30 min en oscuridad.
Se mide la densidad 6ptica a 517 nm en un espectrofotometro UV-VIS. Se utiliza

como control positivo acido ascérbico y acido galico en soluciéon metandlica 100,
50 y 10 mg/L. (por triplicado)
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Se determina el porcentaje de inhibicion del radical DPPH con la siguiente ecua-
cion:

Blanco <~ Muestra

A
% de Inhibicién del DPPH = —————— X 100 1

Blanco

Ecnacion 1. Determinacion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH

Doénde: A es la absorbancia.

Una vez que se determina el valor del porcentaje de inhibicion de cada una de las
concentraciones, se procede a realizar una regresion lineal con dichos valores, de
tal manera se obtiene la siguiente ecuacion:

y=mx+b 2
Ecuacion 2. Ecnacion de la recta
Para calcular la IC, | se debe remplazar, el valor correspondiente al 50% de in-

hibicién del DPPH en el eje «p» y en el eje «x» la concentracion de antioxidante
necesaria para inhibir en un 50% el DPPH (Plazas-Gonzalez, 2015).

Figura 1. Reaccion del radical DPPH, de izguierda a derecha se presenta los tubos de menor a mayor
concentracion del agente antioxidante. Color morado DPPH Oxidado, color amarillo DPPH reducido
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2.2.2. Meétodo de captacion del radical ABTS™*

La determinacién de captacion del radical ABTS™ fue establecida por (Re et al,,
1999).

Primeramente se forma el radical ABTS™ tras la reaccion de ABTS (7 mM) con

persulfato de potasio (2.45 mM,) incubados a temperatura ambiente y en oscu-
ridad durante 16 h.

Una vez formado el radical ABTS™ se diluye con etanol hasta obtener una den-
sidad 6ptica (DO) de 0.700 £ 0.200 a 734 nm.

Se colocan 1980 pL del radical libre en tubos de vidrio y se hacen reaccionar con

20 pL de las soluciones de los extractos a concentraciones de 3.15 a 50 pg/mL.

Se mide la DO de la mezcla de reaccién al minuto 1y al 6 a 734 nm, los ensayos

se realizan por triplicado.

Se realiza la curva de calibracién con TROLOX con concentraciones de 15 a2 3 mM,

y se determina el porcentaje de inhibicién utilizando la siguiente ecuacion:

(A inicial ) — (A final)
X 100
(A inicial)

% de Inhibicién = 3

Ecuacion 3. Determinacion del porcentaje de inhibicion de radicales libres con TROLOX

Con los datos obtenidos se calcula la Concentracién Inhibitoria 50 (IC, ) por
medio del paquete estadistico SPSS a través de un analisis Probit, posteriormente
se determina la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC) con la ecuaciéon (Garcia
Hernandez, 2016; Mhadhebi, Mhadhebi, Robert & Bouraoui, 2014):

= X 100 “4)

g ) IC. Trolox
IC, muestra

TEAC (TROLOX
100 g planta

Ecnacion 4. Determinacion de la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC)
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Fignra 2. Reaccion del radical ABTS™ frente a TROLOX 15 mM a diferente tiempo de reaccion.
1) 6 min; 2) 3 miny 3) 0 min; 4) Solucion de ABTS™ sin Trolox

2.2.3. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

El método ORAC consiste en medir la disminucién en la fluorescencia de una
proteina como resultado de la pérdida de su conformacién cuando sufre dafo
oxidativo causado por una fuente de radicales peroxido (ROO). El método eva-
lta la capacidad de los antioxidantes en la muestra para proteger la proteina del
dafio oxidativo.

Desarrollo del método

Se pesan 5 mg de TROLOX y depositan con 10 mL de una solucién buffer de
fosfato 10 mM en matraz de aforacién; solubilizarlos completamente (calentar
para disolver completamente).

A partir de esta solucion, se realizan las diluciones respectivas para la curva de
TROLOX tomando 5, 12.5, 25, 50, 75, 100 pL y llevandolos a volumen de 1 mL
con agua destilada. Curva 10-200 pg/ml.

En una microplaca adicionar ordenadamente en cada pozo los siguientes com-
ponentes: 150 pL. de fluoresceina 1 uM, 25 uL. de la dilucién respectiva de TRO-
LOX.

Paralelamente preparar un blanco de ensayo que contenga: 150 pL. de fluorescei-
na 1 uMy 25 pL de solucién buffer fosfato 10 mM.
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Preincubar la microplaca durante 30 min a 37°C.
Adicionar a cada pozo 25 pL. de solucion de AAPH 250 mM.

Leer la intensidad de la fluorescencia cada 2 min durante 2 h a una longitud de
onda de excitacion y emision de 485 y 520 nm respectivamente.

La proteccion del antioxidante se mide a partir del area de fluorescencia bajo
la curva (AUC) de la muestra en comparacion con la AUC del blanco, donde el
antioxidante no esta presente. La AUC se calcula mediante la siguiente ecuacion:

AUC(O.S + ( Z“D) cT )

Ecnacion 5. Determinacion del drea bajo la curva que representa la proteccion del antioxidante

Donde:

I' = nimero de ciclos
F = unidades de fluorescencia
CT = tiempo de cada ciclo en min. En este caso, CT = 2

El area limpia bajo la curva (AUC limpia) se encuentra por diferencia entre el
AUC de la muestra y el AUC del blanco. Esta AUC limpia (y) se representa
delante de la concentraciéon de Trolox como patrén (X) obteniendo la recta de
regresion lineal, a partir de aqui, se calculan los moles equivalentes de Trolox
(ET) por litro de muestra a partir de la siguiente ecuacion:

ABC [Trolox]

ORAC = % (6)
ABC L4H]

Trolox:

Ecnacion 6. Determinacion de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
Donde:

ABC = Area bajo la curva en presencia de antioxidante.
ABC = Area bajo la curva de Trolox.

Trolox:
[Trolox] = Concentracion de Trolox.

[AH] = Concentracién de Antioxidante. (Alvarez et al., 2012)
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Blank
(Negative AUC .
Control)
+ Fluorescent + AAPH
Probe (ROO" Initiator)
| —— —
Antioxidant
(Standard or
Sample) Q%Qﬁ AVC e

Integration: Net AUC (ORAC Capacity) = AUC__ — AUC_,

Figura 3. Diagrama de flujo para la reaccion de ORAC en presencia de fluoresceina
(Cellbiolabs, 2016)

2.2.4. Método FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe’*
a Fe** que es menos antioxidante. El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) incoloro es reducido al complejo ferroso coloreado.

Se mide la DO del Fe**. Asi, cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto de
estudio, mayor es la reduccién y mayor la concentracion de Fe?" y miés alta la
sefial de absorbancia. El complejo va a poder ser reducido por productos con
potenciales redox menores a 0.7 V (potencial redox del Fe’* -TPTZ).

Debido a que el potencial redox del Fe’*-TPTZ es comparable con el del ABTS
se pueden analizar compuestos similares con ambos métodos aunque las condi-
ciones de la reacciéon sean distintas. El mecanismo del FRAP es de transferencia
de electrones, a diferencia de otros métodos donde se produce captura de radica-
les libres, segin esto, el FRAP puede ser util, en combinacién con otros métodos,
en la determinacién de la capacidad antioxidante de productos que contengan
distintos tipos de antioxidantes.

Desarrollo del método
Preparar un buffer acido acético-acetato de sodio 0.3 mM (pH 3.4)

Solucién de acido clorhidrico (HCI) 40 mM. Diluir 535 pl. de HCI (37%) en 100 mL
de agua destilada.
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Solucion TPTZ 10 mM. Pesar 0.0312 g del reactivo TPTZ y disolverlos en un
matraz de 10 mL con HCI 40 mM.

Solucion FeCl3—6HZO 20 mM. Disolver 0.1352 g de FeCl3—6HZO en 25 mL de
agua destilada.

Preparar solucion de trabajo diario FRAP, esta solucion de trabajo debera de pre-
pararse diariamente. Mezclar 900 pl. de solucion TPTZ con 2.5 ml. de solucion
FeCl,-6H,O 20 mM y 25 mL de tampdn acetato (mantenerse en bafio a 37 °C).

En una placa de 96 pozos agregar 300 uL. de la solucién de trabajo, agregar 10
ul de la muestra y 30 pLL de agua destilada (dilucion final 1:34).

Leer la DO a 593 nm y se deja reaccionar por 1 h y después se determina la
DO final a la longitud de onda antes mencionada. Para cada muestra se tiene en
cuenta la lectura de la absorbancia del blanco sin croméforo, de 1a misma manera
que en las pruebas anteriores.

La curva de calibracién se construye usando TROLOX como control positivo
(3.99 mM). La soluciéon madre se prepara disolviendo 0.01g de Trolox en 5 mL
de metanol y 5 mL de agua destilada. A partir de esta solucion se hacen dilucio-
nes que seran los distintos puntos de la recta, con concentraciones de 79, 119,
159, 199, 239, 279, 319, 359 y 399 puM, bajo el mismo criterio antes mencionado.

d

Figura 4. Reaccion de FRAP, a diferentes concentraciones del agente antioxidante.

De derecha a izquierda reaccion de reduccion del Fe'* a Fe* de menor a mayor concentracion
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Las actividades de las muestras se expresan como TEAC. Se determina la IC,|
mediante un analisis de Probit (véase Ecuacion 4) (Agudo, 2002; Benzie & Strain,
1990).

2.2.5. Contenido de Fenoles totales método de Folin-Ciocalteau

Se determina la capacidad que tienen los polifenoles para reducir el Mo (VI) a
Mo (V), como resultado de tal reaccion, el reactivo de color amarillo adquiere un
intenso color azul que se mide con el espectrofotémetro.

Desarrollo del método

Se prepara una disolucion patrén de dcido galico de 0.1 g/L, 25 mg de acido
galico, y aforar en un matraz de 25 mL con agua destilada, enseguida se prepara
una dilucién 1:10 con agua destilada (recién preparada).

Preparar una disolucion de carbonato de sodio al 20% pesando 5 g de carbonato
de sodio en un matraz de aforacién de 25 mL., inicialmente se disuelven en 15 mL
de agua grado HPLC y se lleva a ultrasonido hasta su completa disolucioén, final-
mente se lleva a su volumen de aforo con agua.

Preparar una disoluciéon 1 N del reactivo de Folin-Ciocalteau, por medio de una
dilucion 1:2 del reactivo comercial (2 N) en agua destilada; el reactivo se protege
de la luz y se refrigera hasta su uso.

A partir de la disolucién patrén de acido galico, en viales protegidos de la luz, se
hacen las diluciones necesarias con agua destilada para obtener concentraciones
de 0,1, 2, 3,4y 5 mg/L para la preparacion de la curva de calibracion. Esto se
realiza tomando respectivamente 20, 40, 60, 80 y 100 pL. de la disolucion patron
de acido galico de 0.1 g/L en viales ambar de 3 mL.

Adicionar a cada vial, 250 pL. de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N, se agita duran-
te 5 min en el ultrasonido, posteriormente se adicionan 1 250 pL. de la disolucién
de carbonato de sodio al 20% a cada vial, se lleva a un volumen final de 2 mL
con agua destilada y se deja reposar por 2 h. También se prepara un blanco con
todos los componentes excepto la disolucién de acido galico.
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Finalmente se lee la DO a 760 nm en un espectrofotémetro de ultravioleta-visible.

El contenido de fenoles de cada extracto se expresa en mg/g de peso seco de la
planta, basandose en la curva de calibracién del material de referencia de acido
galico, de ahi que se utilice el término «Unidades de acido galico equivalentes por
gramo de extracto o materia vegetal desecada».

2.2.5.1. Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determina mediante el reactivo de Folin-Cio-
calteau. Se toman 2 mg de cada extracto en un matraz Erlenmeyer y se les agrega
50 mL de agua destilada y se agita.

Tomar 0.5 mL de cada una de estas disoluciones y se mezclan con 0.75 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteau dejando en reposo a temperatura ambiente por 5
min después de lo cual se agregan 0.75 mL de carbonato de sodio al 20%.

Se agitan fuertemente y se deja reposar durante 90 min a temperatura ambiente.
Después de este tiempo se mide la DO a 760 nm. Este procedimiento se realiza

con cada una de las plantas objeto de estudio por triplicado (Gutiérrez-Avella,
Garcia-Ortiz & Mendoza-Cisneros, 2008).

Figura 5. Microplaca que muestra la coloracion del reactivo de Folin-Ciocaltean

a diferentes concentraciones de polifenoles
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2.3. Toxicidad

Las plantas medicinales producen una gran cantidad de compuestos bioactivos
que han sido utilizados para combatir enfermedades, desde un simple resfriado
hasta el cancer, en décadas pasadas la industria farmacéutica realizé su busqueda
en compuestos sintetizados quimicamente, pero dichos compuestos presentaron
efectos secundarios considerables que en ocasiones mas nocivos que la enferme-
dad que combaten, produciendo perjuicio en 6rganos como higado, rifiones y
pancreas, entre otros. Por tal motivo es relevante conocer silos compuestos bio-
activos extraidos de las plantas presentan toxicidad, en la actualidad se sabe que
el 80% de la poblacion utiliza las plantas para su atencion primaria, en general la
gente que utiliza las plantas creen que por ser de origen natural y no un compues-
to sintetizado en un laboratorio son amigables con el organismo, sin embargo
algunos de estos compuestos son altamente toxicos, por lo antes mencionado
es de vital importancia determinar la toxicidad de los extractos de plantas para
validar su uso seguro. No se puede diferenciar con precision en lo que se refiere
a toxicidad, ya que estd intimamente relacionada con la dosis administrada. De
antemano, una planta que contiene sustancias con actividad relevante, puede
administrarse a concentraciones medicinales, convirtiéndose en un remedio muy
beneficioso para el ser humano. Aunado a esto si se conoce la toxicidad se puede
determinar el indice terapéutico del extracto o compuesto para utilizarlo con
dosis subtéxicas. El Indice Terapéutico refleja la seguridad relativa de un medica-
mento o compuesto en su selectividad de accion. Casi siempre se calcula a partir
de las curvas de dosis-efecto obtenidas en animales de experimentacién y gene-

ralmente, se refiere a la relacion de las DLSO/ DE._ ; o sea, la razén de la dosis letal

500
en 50% de la poblacion y la dosis requerida pa;ao producir el efecto terapéutico
deseado en 50% de esta poblacion. Es importante diferenciar entre seguridad y
toxicidad de un medicamento, ya que la toxicidad es una caracteristica intrinseca
del medicamento, en tanto, la seguridad es una funcién del medicamento y de las

condiciones de uso.

La toxicidad aguda describe los efectos adversos que son el resultado de una
sola exposicién a una sustancia, esto difiere de la toxicidad cronica que refiere la
accion toxica de la sustancia en exposiciones repetidas en un periodo de tiempo
mas largo (meses a afios).

Existen dos modos principales a través de los cuales pueden ejercer los produc-
tos quimicos su toxicidad. Los efectos locales tienen lugar en la zona del cuerpo
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que ha estado en contacto con el producto. Los efectos sistémicos tienen lugar
después o una vez que el producto se ha absorbido y distribuido desde el punto
por el que penetrd hasta otras zonas del organismo. Casi todos los compuestos
causan efectos sistémicos, aunque algunos pueden causar ambos.

En la actualidad, la toxicologfa alcanza enorme trascendencia social debido al
importante nimero de sustancias quimicas comercializadas y su posible impac-
to sobre la salud publica y ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de estra-
tegias de evaluacion de riesgos con fines normativos: es el caso de la llamada
«toxicologfa reguladora». Por ende es de vital importancia que los profesionales
en esta rama de la toxicologfa experimental conozcan los métodos abreviados
que existen hoy en el mundo para evaluar la toxicidad aguda de un producto,
los cuales en su momento se crearon para cumplir con el principio de las 3
«R» (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo), y de esta forma trata de utilizar
la menor cantidad de animales posibles y que la muerte no fuese el objetivo
fundamental de este tipo de investigacion sino la apariciéon de la llamada toxi-
cidad evidente o signos y sintomas de toxicidad como criterio de punto final
(endpoint) de su protocolo de trabajo de investigacion (Arencibia-Arrebola
et al., 2003).

Es asi que los métodos  vitro ocupan la primera linea para la busqueda de nue-
vas moléculas con potencial biolégico que no presenten toxicidad aguda para
el establecimiento de éstas como medicamentos de patente. En este capitulo
describiremos técnicas para la determinacion de toxicidad en distintos modelos
de organismos.

2.3.1. Métodos para evaluar Ia toxicidad

2.3.1.1.  Ensayo de letalidad en Artemia salina

Este ensayo se utiliz6 inicialmente para la pre-evaluacion de extractos vegetales
con compuestos antitumorales y se determiné una correlacion positiva entre la
mortalidad de las larvas de artemia y la citotoxicidad frente a las células 9KB.
A. salina son crustaceos diminutos de cuerpo blando, cominmente comerciali-

zados como quistes en tiendas de mascotas como alimento para peces, por lo
tanto ofrece ventajas tales como: disponibilidad, bajo costo, facilidad de almace-
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namiento, los ensayos pueden realizarse practicamente en cualquier momento y
los requerimientos para este ensayo son minimos.

El fundamento de este ensayo se basa en la habilidad de un extracto o compuesto
de ser toxico para las artemias cultivadas en el laboratorio (Carballo, Hernandez-Inda,
Perez & Garcia-Gravalos, 2002), se utiliza para la evaluacion preliminar de la toxi-
cidad (Solis, Wright, Anderson, Gupta & Phillipson, 1993), deteccién de toxinas
fungicas (Harwig & Scott, 1971), toxicidad de extractos de plantas (McLaughlin,
1991), metales pesados (Martinez, Ramo, Torreblanca & Diaz-Mayans, 1999),
toxinas de cianobacterias (Jaki, Orjala, Burgi & Sticher, 2008), pesticidas (Baraho-
na & Sanchez-Fortun, 1999), y en el ensayo de toxicidad de materiales dentales
(Pelka, Danzl, Distler & Petschelt, 2000).

Desarrollo del método
Se atemperan unas horas los quistes de A. salina y se pesan 0.1 g

Se depositan en 300 mL agua de mar sintética (40 g de sal de mar, 6 mg de leva-
dura de cerveza, ajustar a pH 7.8, aforar a 1 L)) en una camara de eclosion, con
un lado obscuro y otro iluminado (bombilla eléctrica de 20 W), dividida con un
pequeifio orificio, se mantiene por 24 h con aeraciéon constante a 22-29 °C.

Las artemias eclosionadas se separan y mantienen a las mismas condiciones por
48 h.

Se colocan una microplaca de 96 pozos con 100 ul. de agua de mar en cada
pozo mas 10 nauplios, se depositan 100 uL de los extractos para tener una con-
centracion final de 100, 250, 500, 750 y 1000 pg/ml y como control negativo
agua de mar artificial y positivo KMnO, a 400 ug/mL, se incuban a las mismas
condiciones por 24 h.

Se cuentan los nauplios muertos con ayuda de un estereoscopio y se hace el
analisis estadistico PROBIT para determinar la DL, (McLaughlin, 1991). El
criterio de toxicidad es el establecido por (Déciga-Campos et al., 2007) se
consideran: valores superiores a 1000 pg/ml como no téxicos, los menores
de 1000 pero mayores de 500 pg/mL ligeramente téxicos y los menores a
500 pg/mlL toxicos.
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: C’Hb'-?a!riﬂ

Quistes A salina 22-299C/48 h muestra 22-299C/48h  Conteo nauplios PROBIT (DL.)

Figura 6. Diagrama de flujo para el ensayo de letalidad con A. salina

2.3.1.2.  Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna

El género Daphnia se ubica dentro del orden claddcera de la clase crustacea, y
especies como D. magna, D. pulex, y D. similis, son utilizadas extensivamente en
pruebas de toxicidad. Los ensayos de toxicidad con D. magna, permiten deter-
minar la letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e
industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, y agua
de poro de sedimentos, entre otros (Aoki M, Encarnaciéon-Dimayuga & Cortés
A, 2005; Diaz-Baez, Granados & Ronco, 2008).

Desarrollo del método

La toxicidad aguda con individuos de D. magna mediante la determinaciéon de la
inhibicion de la movilidad (IC, 24 h). Primero se realizan ensayos preliminares
para determinar el rango del efecto toxico. Una vez establecido este rango se
realizan las pruebas definitivas con al menos 5 concentraciones en progresion
geométrica, con un porcentaje de inmovilidad (mortalidad) entre un 0 y 100%.

Previamente se cultivan los individuos de D. zagna a 24 h de nacidos

Se colocan en recipientes de vidrio de 25 mL como camaras experimentales 20
neonatos de D. magna, divididos en 5 individuos por réplica, estos se exponen a
10 mL a diferentes concentraciones de la sustancia a evaluar y se mantienen sin
alimentacién por 24 h a 20°C *+ 2°C; utilizando dicromato de potasio (K,Cr,0.)
como toxico de referencia.

Se contabiliza el numero de organismos inmoviles, presumiéndose su muerte,
en caso de duda se recomienda agitar bien el frasco de experimentacion para
verificar la inmovilidad de los organismos afectados (muertos).
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Los resultados obtenidos se analizan utilizando un método paramétrico para
el calculo de los valores de CL, a 24 h y su intervalo de confianza mediante el
programa estadistico Probit

2.3.1.3.  Ensayo de toxicidad aguda con bulbos de cebolla Allinm cepa 1.

En este ensayo mediante la inhibicién del crecimiento promedio de raices.
Cuando un bulbo de cebolla (AZ/ium sp.) se rehidrata se produce una estimu-
lacién del crecimiento de las células, lo cual permite la elongacion de las raices
de la planta. Sin embargo, cuando la hidratacién se lleva a cabo en presencia
de sustancias toxicas, la divisién celular de los meristemos radiculares puede
inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis o destruyendo las células.
El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacién
de la elongacién de las raices de cebollas expuestas al compuesto toxico con-
tra la de cebollas no expuestas, después de 72 h de exposicion. El calculo se
realiza estableciendo el porcentaje de inhibicién del crecimiento de las raices
respecto a la longitud promedio de las raices del control (Baez-Diaz, Ronco
& Pica-Granados, 2008).

Desarrollo del método

Se seleccionan bulbos de Alium sp. (cebolla amarilla) de 1.5 cm de diametro,
secos y sin formacién de hojas o rafz, se limpian eliminando la epidermis seca y
removiendo, con un bisturi o instrumento punzante, se colocan en agua destilada

por 2 h y dejar secar.

En tubos de ensayo de 10 X 1.5 cm se depositan de 15-20 mL de las solucio-
nes a 5 concentraciones diferentes de la muestra a evaluar, un control negativo
(agua dura) y un control positivo (Solucién Cu*?), las soluciones deben de llegar
al borde del tubo, se colocan los bulbos en la boca del tubo procurando la zona
radicular quede inmersa en el liquido (10 repeticiones)

Los tubos se colocan en una gradilla a temperatura ambiente (20°C) durante un
g p
periodo de 72 h. Debe evitarse la iluminacion directa y mantener el nivel de la

solucién del tubo con ayuda de una pipeta Pasteur.

Se mide la longitud de las raices, con una regla comun con escala en milimetros.
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Se obtiene el promedio de las 10 repeticiones. (Descarte valores extremos).

Registro de signos de fitotoxicidad: Disminuciéon de la longitud de las raices,
Medicién de elongacion.

El porcentaje de efecto de inhibicién se calcula por la siguiente ecuacion:

long. del control — long. de la muestra > &

%o efecto de inhibicidn = (
long. del control

Ecuacién 7. Porcentaje del efecto de inbibicion del crecimiento radicular

Con los valores obtenidos se construye una grafica de concentracion en funcion
del porcentaje de inhibicion y se calcula la CI, | mediante cualquiera de los si-
guientes métodos: Probit, promedios méviles o Sperman y Karber.

2.3.1.4.  Ensayo de toxicidad agnda con el cnidario Hydra attennata

La especie H. attennata es empleada como organismo de prueba por la facilidad de
su cultivo en laboratorio, su rapida reproduccion, su estructura primaria (ectoder-
mo, mesodermo y endodermo), que favorece el intercambio intra e intercelular
y su potencial para la detecciéon de compuestos toxicos, asi como por presentar
cambios morfoldgicos facilmente reconocibles bajo condiciones progresivas de
intoxicacion. Los polipos de agua dulce del género Hydra son microinvertebra-
dos de la clase Hydrozoa de amplia disribuciéon geografica. Se caracterizan por
ser animales pluricelulares, cuyas células se disponen en dos capas: la epidermis
y la gastrodermis, separadas por una mesoglea gelatinosa, la cual encierra una
cavidad digestiva continua que se comunica directamente con el exterior a través
de una abertura o boca. Algunas de las células intersticiales de la epidermis dan
origen a los 6rganos caracteristicos de defensa y ataque.

Los ensayos de toxicidad con H. attenuata permiten determinar subletalidad y
letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e industria-
les, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable y agua de poro
de sedimentos, entre otros. Las pruebas de toxicidad con H. affennata tienen una
duracion maxima de 96 h, tiempo durante el cual los organismos son expuestos
al compuesto toxico o muestra problema. Durante el ensayo, diariamente se hace
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un examen microscopico y se registra los cambios morfoldgicos producidos.
La exposicion de los organismos a compuestos toxicos da lugar a una serie de
cambios morfologicos (efectos subletales) y dependiendo de la concentracion,
puede producir la muerte de los individuos (efectos letales). Los resultados de
las pruebas permiten ademas de la estimacion de la CL_ y la CE_, establecer la
LOEC (efectos letales), la NOEC (efectos subletales) y la concentracion umbral
de efectos observables (Threshold Observable Effect Concentration, TOEC)
(Granados, Ronco & Baez-Diaz, 2008)

Desarrollo del método

Primero se establece el cultivo de H. attennata: Temperatura 2112 °C, Fotoperio-
do 16 h luz: 8 oscuridad luz Fluorescente, blanco-frio Intensidad luminosa
< 800. Recipientes de mantenimiento Circulares de vidrio de 20 cm de diametro
de fondo plano, cubiertos con un vidrio o papel que se permita la entrada de aire.
La alimentacion de los organismos por 4 d/semana con nauplios de Artemia sp.,
desinfectados con solucién yodada.

Se evalua la salud de las hidras y el desarrollo del cultivo estan en condiciones
optimas por medio de la tasa de crecimiento del cultivo.

Se selecciona un grupo de organismos mantenidos sin alimentacion durante 24 h.
Se elimina el medio de cultivo invirtiendo el recipiente y descartando el liquido,
los organismos permaneceran adheridos al fondo del recipiente.

Se adiciona un volumen de medio de cultivo sin EDTA. Se resuspenden los or-
ganismos y se concentran en el centro del recipiente.

Se colocan las hidras en un recipiente de 10 cm de diametro con medio de cul-
tivo sin EDTA vy, con la ayuda de una pipeta Pasteur, se transfieren de 10 a 15
organismos a cada una de las cajas Petri.

En una microplaca de cultivo celular de 12 pozos, se depositan 3 hidras en cada
pozo, evitando aquellas que presenten yemas, se adicionan 4 ml. de cada concen-
tracion de la muestra, control positivo (Cr (VI) a partir de dicromato de potasio)
y control negativo (agua dura), se realiza por triplicado. En paralelo, se adiciona
un volumen de 3 a 4 mL de cada solucion en cajas Petri de 35 X 10 mm. Se in-
cuban a las condiciones antes mencionadas por un periodo de 96 h.
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Cada 24 h se realiza la observacion de los organismos con la ayuda de un mi-
croscopio estereoscopico o lentillas de acercamiento con capacidad de 6 a 10X.
Al terminar la revision diaria, se suma el nimero total de hidras que presentan el
mismo estado morfolégico en los tres pozos correspondientes a cada dilucion.

Con los resultados, se forman tres grupos: el primero definido por el nimero de
hidras normales, el segundo con organismos que presentan efectos reversibles
(nimero de bulbos + numero de cortas) y el tercero con organismos que pre-
sentan efectos irreversibles (nimero de tulipanes + numero de desintegradas).

Se calcula el porcentaje de efecto subletal y letal. El primero se calcula a partir
de la suma del nimero de organismos que presentan anomalias en su morfolo-
gia, ya sea del tipo reversible o irreversible, y el segundo se obtiene a partir del
numero de organismos con anomalias exclusivamente irreversibles. Con estos
datos se estiman los valores de CE, o de CL,, mediante los métodos estadis-
ticos Probit, promedios méviles o Sperman y Karber, asi como los valores de
la LOEC, NOEC, y TOEC. Este ultimo se calcula de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

TOEC = (NOEC x LOEQ)"? ®)

Ecuacion 8. Determinacion de la concentracion umbral de efectos observables

2.3.1.5.  Ensayo de toxicidad agnda con semillas de lechuga Lactuca sativa 1.

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es una prueba
estatica de toxicidad aguda (120 h de exposicion) en el que se pueden evaluar
los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas du-
rante los primeros dias de crecimiento. Se evalian los efectos fitotoxicos, se
determina la inhibicién en la germinacion y la inhibicion en la elongacion de
la radicula y del hipocotilo. En la incorporaciéon de esta prueba en una bateria
de bioensayos es importante considerar el compromiso entre la sensibilidad de
la especie L. sativa, el reducido tiempo de exposicioén de la prueba con semi-
llas, los bajos costos asociados y que no requiere equipamiento sofisticado, en
particular en la aplicacién a muestras ambientales o en el monitoreo de proce-
sos de detoxificacién, saneamiento, control de efluentes o retdso de biosolidos
(Sobrero & Ronco, 2004).
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Desarrollo del método

Se recomienda primero realizar un ensayo preliminar de las sustancias a evaluar,
utilizando diluciones logaritmicas (100, 10, 1, 0.1, 0.01) que permitan establecer
el intervalo de concentracién conveniente para obtener valores de efecto entre
100 y 0%, necesatios para calcular la CL.

Colocar en cada caja Petri un disco de papel de filtro (Indicar: la dilucién co-
rrespondiente, fecha, hora de inicio y término del bioensayo). Saturar el papel
de filtro con 4 o 5 mL de la dilucién evitando que se formen bolsas de aire
con la ayuda de una pinza, colocar cuidadosamente 20 semillas, dejando espacio
suficiente entre las semillas para permitir la elongaciéon de las raices. Tapar las
capsulas y colocarlas en bolsas plasticas para evitar la pérdida de humedad, cubrir
las cajas de Petri de la luz inmediatamente después de colocar las semillas en su
interior y durante el periodo de ensayo (por triplicado)

Incubar por 120 h (5 d) a una temperatura de 22 = 2°C

Se mide el efecto en la germinacion y en la elongacion de la radicula y del hipo-
cotilo con una regla o papel milimetrado, medir cuidadosamente la longitud de la
radicula y del hipocotilo de cada una de las plantulas, de todos los tratamientos.
La medida de elongacion de la radicula se considera desde el nudo (regiéon mas
engrosada de transicion entre la radicula y el hipocotilo) hasta el apice radicular.
LLa medida de elongaciéon del hipocotilo se considera desde el nudo hasta el sitio
de insercién de los dos cotiledones.

Observacion detallada del estado general de las mismas y del crecimiento de la
radicula sobre el papel de filtro (apices radiculares con necrosis, pelos absorben-
tes poco desarrollados, radiculas con crecimiento ensortijado, necrosis en los
cotiledones, etc.). La necrosis (presencia de tejido muerto).

Para facilitar la medicién de la radicula e hipocotilo, se procede a congelar las
cajas Petri correspondientes a todos los tratamientos y descongelarlas a medida
que se van midiendo (no conservar el material luego de ser descongelado).

Se realizan los siguientes calculos:

Promedio y desviacion estandar de la elongacion de la radicula y del hipocotilo
de las plantulas.
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Porcentaje de inhibicién del crecimiento de la radicula y del hipocotilo con el
promedio de elongacién respecto del promedio de elongacion del control ne-
gativo.

Porcentaje de inhibicién en la germinacion.

Con los datos anteriores, se elabora la grafica dosis-respuesta, colocando en la
ordenada el porcentaje de inhibicién y en la abscisa la concentracion.

Mediante un método grafico o el uso de programas estadisticos, se calcula la
concentracion que produce el 50% de inhibicion (CI, /CE, )

Para el caso de muestras en donde la inhibicion es inferior al 50%, o para deter-
minar el valor correspondiente al NOEC o LOEC, se realiza el analisis de com-
paracion de medias (t Student, Dunnett) para verificar la significancia estadistica
en el porcentaje de efecto.

2.3.1.6.  Ensayo de toxicidad con el nematodo Panagrellus redivivus

El nematodo de la especie P. redivivus es un organismo de prueba aplicable al bio-
monitoreo de aguas y sedimentos. Se ha usado para la deteccion de toxicidad de
muestras ambientales complejas como son aguas residuales, suelos, sedimentos
y lodos contaminados, ya sea a través del analisis de fracciones quimicas obte-
nidas a partir del pretratamiento de muestras o de la obtencion de elutriados o
extractos.

P. redijvivus es una especie dioica y ovovivipara. El primer estadio de desarro-
llo ocurre en el utero de las hembras y es denominado como J1, en el que se
desarrolla la embriogénesis con una duracién aproximada de 20 h. Cuando el
estadio J1 muda da lugar a los juveniles o J2, que emergen del huevo y son ex-
pulsados por la vulva de la hembra como libres nadadores. Los recién nacidos
(J2) contintan su crecimiento pasando por otros dos estadios juveniles, J3 y
J4, hasta alcanzar el estado adulto a las 96 h de su nacimiento. Cada estadio se
caracteriza por la longitud del organismo, ambito que esta bien definido para
P. redivivus. Sin embargo, bajo condiciones adversas del medio de vida, los or-
ganismos responden ya sea muriendo o mostrando alteraciones en su periodo
de desarrollo. Estas manifestaciones de efecto se determinan por el monitoreo
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del crecimiento de una poblacién de 100 organismos en estadio J2 a lo largo
de un periodo de 96 h. A partir de su seguimiento es posible determinar efec-
tos letales, a través del numero de organismos muertos. Asimismo, se pueden
observar efectos subletales cronicos y de genotoxicidad, a través del numero
de organismos estancados en etapas retardadas de desarrollo (J2, J3y J4) o, en
caso de alcanzar etapas adultas, también se pueden evaluar efectos de mayor
escala temporal por el nimero de hembras gravidas y el nimero de sus huevos
(Granados, 2008).

Desarrollo del método

Se realiza un cultivo de P. redivivus en frascos con medio de harina-agua, el cual se
inocula con una pequefia poblacién con una pipeta Pasteur. Después de algunos
dias los enjambres de nematodos pueden ser observados en las paredes del fras-
co, al reproducirse y hacerse visibles en la tapa de la caja Petri de donde pueden
lavarse con buffer M9 para obtener las hembras, sin arrastrar restos de harina
que interfieran en la prueba.

24 h antes de cada prueba se separan las hembras y se inoculan en placas de
cultivo con medio agar-agua que contiene también colesterol (animales ]2 en un
estado fisiologico similar).

Los nematodos de un cultivo stock en caja Petri son inundados con buffer

M9 y son pasados a través de un tamiz, quedan los organismos de mayor
tamafio, los cuales se recuperan mediante un enjuague con buffer M9 sobre
una placa fresca de agar a una profundidad no mayor de 2 a 4 mm de buffer.
Dentro de estos adultos separados habra muchas hembras gravidas. Estas
hembras produciran de 10 a 20 organismos J2 en un perfodo de 12 h. Al
siguiente dfa, se tamizan nuevamente los organismos y se lavan con medio
M9, pero ahora los organismos que se utilizan son los que pasan por el tamiz.
Esta progenie definida en estado J2 sera usada. Se lavan con buffer M9, a
temperatura ambiente.

Preparacion de diluciones de muestras problema para muestras problema liqui-
das (agua, extractos organicos y elutriados) se preparan alicuotas de 10 mL dilui-
das en medio MIY. Para muestras acuosas (10%) se adiciona: 1.0 mL de muestra
+ 9.0 mL de medio M9Y. Parar extracto organico en metanol (3%) se adiciona:
0.3 mL de extracto organico de la muestra en 9.7 mL de medio M9Y. Para extrac-



66 INVESTIGACION EN PLANTAS DE IMPORTANCIA MEDICA

to organico en dimetilsulféxido (1%0) se adiciona: 0.1 mL de extracto organico de
la muestra + 9.9 mL de medio MYY.

Cada una de las diluciones preparadas se distribuye en volumenes de 0.5 mL en
10 vasos pequefios de vidrio o materiales plasticos no toxicos, de fondo plano,
de aproximadamente 1 cm de diametro y capacidad de 2.5 mL.

Bajo el microscopio se toman 10 nematodos ]2 con la ayuda de una micropipeta
Drummond con capilar y punta (Eppenor geloader tips) y se colocan dentro de
los recipientes sobre las soluciones de prueba. Que la gota en que se tomen a
los nematodos sea lo mas pequena posible a fin de afectar lo menos posible la
concentracion.

Se debe correr un blanco con las soluciones involucradas en el mismo (agua,
metanol, dimetilsulféxido), se diluye en medio M9Y en la misma relacién (v/v)
empleada en la preparacion de las muestras problema, un control negativo con
medio MY y un control positivo con soluciones del compuesto toxico de refe-
rencia (Zn (II) preparadas a partir de sulfato de zinc) a 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y
10 mg/L. Los animales se dejan crecer en los recipientes bien tapados durante
96ha20£2°C

Los recipientes se abren y se registra el nimero de sobrevivientes en cada vaso.
Posteriormente, se tapan de nuevo y se colocan en agua caliente a 60 °C por unos
minutos, el calor mata a los nematodos y provoca su estiramiento y una mejor
apreciacion de su tamano. La revision y medicion de cada organismo puede efec-
tuarse en este momento u optar también por aplicar tincion, preferentemente con
una gota de rosa de bengala (0.5 g/1) o con otros colorantes como azul-algodén-
lactofenol o azul de metileno. La longitud debe determinarse de forma inmediata
midiendo a través de un microscopio con reglilla ocular. Se recomienda hacer la
medicién a un aumento de 1.6X. Se registra el nimero de animales en cada estadio.

Los efectos sobre la sobrevivencia, el crecimiento y la maduracion de la poblacion
expuesta a muestras problema son expresados como porcentajes, en relacion a
los valores obtenidos para estos mismos parametros en la poblacioén del control.

El porcentaje de sobrevivientes en la poblacion expuesta a una muestra que se
sospecha toxica, en relacion a los sobrevivientes de la poblacion control. Se cal-
cula a partir de la siguiente ecuacion:
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ST
§=100x—— )
SC

Ecuacién 9. Determinacion de organismos sobrevivientes frente al agente quinico

Donde:

S = sobrevivencia
ST = namero de sobrevivientes de la prueba
SC = numero de sobrevivientes del control

Para ver si es significativamente distinta respecto a la del control se calcula el
valor de x” por la siguiente ecuacion:

. (T-SC)

% (10)

Ecnacion 10. Determinacion de x? para determinar la significancia del método
Si x? es mayor a 5 indica que la letalidad es significativa.
Crecimiento

Cuando un numero significativo de animales en la prueba no alcanza el estadio
J4 o el estado adulto. Este parametro se obtiene a partir de la siguiente:

JAT + AT/ST
JAC + AC/SC D

C=100 x

Ecuacion 11. Determinacion del crecimiento de los organismos

Donde:

C = crecimiento

JA4T = nimero de organismos [4 en la poblacién de prueba
AT = nimero de organismos adultos en la poblacién prueba
ST = namero de sobrevivientes de la prueba
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J4C =numero de organismos J4 en la poblacién control
AC = nimero de organismos adultos en la poblacién control
SC = numero de sobrevivientes del control

La significancia estadistica de las diferencias entre el crecimiento en el control y
el observado en la muestra problema también se calcula a través del analisis por
x?, a partir de la siguiente ecuacion:

(JAT + AT) — (JAC + AC) \?
(JAC + AC)

C=100x (12)

Ecnacion 12. Determinacion de x° para determinar la significancia en el crecimiento de los organismos

Con estos datos es posible establecer si se presentd una inhibicién o estimulacion
del crecimiento.

Maduracion

La maduracion resulta de un desarrollo normal hasta el estadio de J4; sin embar-
go, los nematodos no logran la maduracion gonadica que les permite convertirse
en adultos y avanzar su reproduccion. La evolucion del estadio /4 a adulto requie-
re de la accion de esteroides y de la actividad genética. LLa inhibicion especifica
de esta muda sugiere la acciéon de agentes genotoxicos. Para el calculo de este

parametro se emplea la siguiente ecuacion:

(AT)/ (JAT + AT)
(4C + JAC + AC)

M =100 x (13)

Ecnacion 13. Determinacion de la Maduracion de los organisnos

Donde:

M = maduracion

AT = nimero de organismos adultos en la poblacién prueba
JA4T = nimero de organismos [4 en la poblacion de prueba
AC = nimero de organismos adultos en la poblacién control
J4C = numero de organismos J4 en la poblacién control
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La significancia estadistica de las diferencias entre la maduracion en el control y
la muestra problema también se calcula a través del analisis por x?, a partir de la
siguiente ecuacion:

(AT—ACY

x* =100 x (AC)

(14)

Ecunacion 14. Determinacion de la significancia en la maduracion de los organismos

Si x? es mayor a 5 indica un efecto significativo en la maduracion.
Estado general de salud

Es un valor sumario que relaciona los diversos parametros medidos y pone én-
fasis en la comparacion del crecimiento y de la maduracion. Para ello, se da a los
diferentes parametros un valor de peso ponderado, que para la sobrevivencia es
de 4, para el crecimiento de 2 y para la maduraciéon de 1. Para su calculo se em-
plea la siguiente ecuacion:

GXS)+2XC)+M
7

E =100 x (15)

Ecuacion 15. Determinacion del estado general de salud de los organismos

Donde

E = estado general de salud
S = sobrevivencia

C = crecimiento

M = maduracion

Aceptabilidad de los resultados

Los resultados de la prueba deben ser ignorados y la prueba repetida si alguno
de los siguientes puntos es observada:

¢ Si menos que el 90% de la poblacién control alcanza el estado adulto
¢ Simas del 10% de la poblacién control muere
* Si hay crecimiento microbiano excesivo en el sistema de prueba
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2.3.1.7.  Otros métodos para evaluar la toxicidad

LLa comision Europea, propone también los siguientes métodos para la determi-
nacion de la toxicidad y otros efectos sobre la salud (Comisiéon Europea, 20106):

* Mutacion génica en Saccharomyces cerevisiae

* Recombinacion mitética en Saccharomyces cerevisiae

* Mutacion génica de células de mamifero i vitro

* Lesion y reparacion de ADN: sintesis de ADN no programada en células de
mamifero in vitro

* Ensayo 7 vitro de intercambio de cromatidas hermanas

* Ensayo de letalidad recesiva ligada al sexo en Drosophila melanogaster

* Ensayo de transformacion de células de mamifero 7 vitro

* Ensayo de letalidad dominante en roedores

* Ensayo de aberraciones cromosémicas en espermatogonias de mamifero

* Ensayo de la mancha en ratén

* Translocacion hereditaria en ratén

¢ Toxicidad oral subcrénica: ensayo de 90 dias en roedores

* Toxicidad oral subcrénica: ensayo de 90 dias en no roedores

¢ Toxicidad dérmica subcronica: ensayo de 90 dias en roedores

* Toxicidad subcrénica por inhalacién: ensayo de 90 dias en roedores

* Ensayo de toxicidad cronica

* Estudio de teratogenicidad: roedores y no roedores

* Ensayo de carcinogénesis

* Ensayo combinado de toxicidad crénica y carcinogénesis

* Ensayo de toxicidad para la reproduccién en una generacion

* Ensayo de toxicidad para la reproduccion en dos generaciones

2.4. Conclusion

ILa capacidad antioxidante definida como el potencial de neutralizar a las especies
reactivas del oxigeno y del nitrogeno (ROS y NOS) tiene como resultado la pro-
teccion al dafio celular promovido por dichas especies reactivas. La busqueda de
metabolitos de las plantas con dicha capacidad ha ido en incremento en las tltimas
décadas dados los beneficios que aportan, se ha demostrado que las moléculas con
capacidad antioxidante ademas guardan un vinculo estrecho con otras actividades
biol6gicas de importancia, como lo son antitumorales, anticancerigenas, antimi-
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crobianas, antiinflamatorias, antidiabéticas, entre otras; por lo que su aislamiento
y estudio son de gran importancia para la industria farmacéutica, cosmetologica y
alimentaria. Dentro los principales protocolos para la determinacion de dicha capa-
cidad podemos mencionar la neutralizacién del radical DPPH™, ABTS™, AAPH™,
ORAC, asi como los analisis de reduccion de diferentes especies quimicas como
el método CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) el método FRAP
(Ferric ion Reducing Antioxidant Power). Si una molécula presenta una actividad
bioldgica especifica, es necesario determinar si dicha molécula tiene efectos de
toxicidad dependiendo de su dosis, por lo tanto, es de vital importancia el estudio
de la concentracion efectiva y de la concentracion de letalidad en organismos vivos,
ya sea por técnicas z vifro, pero mas ain en técnicas / vivo que indiquen el grado
de impacto sobre sistemas pluricelulares para escalar después en la via de imple-
mentacion a nivel clinico sobre pacientes. Es aqui que las técnicas como el ensayo
de letalidad sobre A. salina, D. magna, el ensayo de toxicidad aguda con bulbos de
cebolla Allium cepa L, entre otros, nos ofrecen protocolos que cumplen con el
principio de las 3 «R» Reduccion, Refinamiento y Reemplazo en los sistemas de
investigacion, que nos brindan ademas de beneficios como bajo costo, menor nu-
mero de organismos involucrados y una alta reproducibilidad.
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