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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cudl es el grado de toxicidad y bioseguridad del extracto etandlico de Passiflora tripartita, P.
edulis y P. incarnata en Artemia salina y Danio rerio?

IIl. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Las plantas medicinales han formado parte importante de la historia y cultura de todos los paises
del mundo. Su uso y aplicaciones en la cura de diversas enfermedades y dolencias, constituye un
conocimiento que, aun en nuestros dias, se transmite de generacion en generacion. Durante
muchos afios los investigadores han estudiado las propiedades de diversas especies vegetales,
concentrandose en sus propiedades medicinales, para ser puestas al servicio de la comunidad,
encontrando una forma alternativa de aliviar los problemas de salud L, 2.

En la actualidad en grandes sectores de la poblacién peruana y especificamente en las zonas
rurales del Peru, se viene utilizando como tradicion heredable a través de cuantiosas
generaciones a las plantas medicinales; debido a que sus hojas, flores, semillas, cortezas, raices,



frutos o cualquier otro 6rgano de la planta posee propiedades terapéuticas sustentadas
empiricamente y que son aprovechadas por los pobladores haciendo uso de la materia vegetal en
forma de infusiones, decoctos, bafos, emplastos, frotaciones y otros 3'4.

Debido a que los farmacos traen demasiados efectos colaterales, actualmente se vienen usando
las plantas medicinales que son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios,
llamados “principios activos”, sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica, es servir como
droga o medicamento que alivie las enfermedades o restablezca la salud perdida. Constituyen
aproximadamente la séptima parte de las especies existentes5. Las formas como se utilizan es a
través de infusiones, cocimientos, extractos, tinturas, jarabes, polvo, gotas, jugo 0 zumo,
maceracion y bafos, etc5'6. La investigacion cientifica ha permitido descubrir una variada gama
de principios activos, de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud, son
los aceites esenciales, los alcaloides, los glucésidos o heterdsidos, los mucilagos y gomas, y los
taninos. Existen en las plantas otros principios activos relevantes denominados nutrientes
esenciales, como las vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos y fibras, aztcares

diversos, acidos organicos, lipidos y los antibiéticosG.

El género Passiflora tiene efectos depresores sobre el sistema nervioso central, segun algunos
estudios realizados tienen efectos ansioliticos, sedantes, tranquilizantes, calmantes y contra el
insomnio.7'8 La parte de la planta que contiene los principios activos que ejercen el efecto
ansiolitico es la parte aérea y los compuestos que Inicialmente se reporté como los ansioliticos
fue la fraccion rica en alcaloides y rica en flavonoides eran responsables por la produccién de los
efectos sedantes. Sin embargo, la fraccidén de alcaloides demostré poseer actividad estimulante,
tanto in vitro como in vivo, por lo cual el supuesto efecto farmacolégico ha sido cuestionado.
Entonces ha recaido todo el efecto en los flavonoides especificamente la crisina, como el
causante del efecto sedante y ansiolitico. En la actualidad varios estudios han reconocido la
presencia de flavonoides como la crisina, que poseen afinidad por el receptor GABA, por lo tanto
armonizan la actividad de los canales de ClI- en las neuronas ejerciendo efectos ansioliticos’ !

A raiz de la aparicion de algunos efectos téxicos y de comprobar que pueden interactuar con
farmacos convencionales, desde diversas instancias profesionales se ha recomendado mejorar el
conocimiento y extremar la vigilancia sobre el uso de la medicina natural8

El ensayo de Artemia franciscana es un ensayo general de amplio uso que determina el efecto
letal de los materiales en larvas, y de esta manera se predice su habilidad para producir la muerte

de células cancerigenas en cultivo de tejidos y ejercer un amplio rango de efectos farmacologicos
9-11

El pez cebra es Unico para obtener y mantener miles de mutantes gracias a sus especiales
caracteristicas; muchos de los fenotipos de los mutantes del pez cebra ya obtenidos se parecen a
algunas enfermedades genéticas caracterizadas en el hombre, aportando un poderoso



instrumento para ahondar en las correspondientes patologias humanas. Aunque se sabia que el
genoma del hombre y el del ratén contenian regiones de genes muy similares (sinténicos), no se
esperaba que las estructuras de los cromosomas del pez cebra se parecieran tanto a las
humanas. Es por ello que se pueden buscar genes candidatos a enfermedades o anomalias en
regiones cromosémicas humanas definidas por mutaciones en el pez cebra. Las alteraciones
morfoldgicas en el desarrollo embrionario del pez cebra se han utilizado desde hace afios para
estudiar los efectos de los contaminantes 2.

1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOS)

La demanda de productos naturales se encuentra en aumento debido a que lo organico o natural
tiene la imagen de salud y porgue los productos sintéticos dentro de ellos los farmacos, traen
consigo el legado de reacciones adversar o efectos colaterales. La poblacién segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) utiliza en un 80% las plantas medicinales, sin embargo
éstas, pueden interactuar con farmacos convencionales y podrian tener efectos téxicos.

Se hace necesario por lo tanto, extremar la vigilancia sobre el uso de la medicina natural y
realizar estudios que permitan brindar la seguridad de uso de estos productos, que como toda
sustancia externa , representara siempre cierto nivel de riesgo para el organismo humano.

Al respecto los ensayos de toxicidad en modelos animales como Artemia salina (Camaron de
mar), permiten obtener informacion sobre las dosis minimas y maximas de los extractos de
plantas y los ensayos de bioseguridad en Danio rerio (Pez cebra) permitiria conocer la posibilidad
de teratogenicidad y embriotoxicidad de los mismos, ambas especies poseen alta sensibilidad
celular a compuestos toxicos que podrian estar afectando también a la célula humana.

En este estudio, se pretende obtener conocimiento de las dosis de extractos del género
Passiflora procedentes de la Region La Libertad, que ocasionarian efectos toxicos, mediante el
ensayo con Artemia salina asi como la dosis que produce embriotoxicidad y teratogenicidad en
Danio rerio (Pez cebra), considerando que este género es de amplio uso en la poblacion por sus
propiedades ansioliticas, tranquilizantes o calmantes, lo que representaria un beneficio importante
para los dolientes de esta area de la salud mental considerada como una de las prioridades
sanitarias en el pais y el mundo.

IV. OBJETIVOS

GENERAL:



Determinar la toxicidad y la bioseguridad del extracto etandlico de Passiflora tripartita, edulis e
incarnata en Artemia salina y en Danio rerio

ESPECIFICOS:
1. Caracterizar de acuerdo a la CL50 el grado de toxicidad del extracto de la hoja de las tres
Passifloras estudiadas en larvas Artemia salina L.

2. Evaluar la bioseguridad del extracto a través de la evaluacion de las siguientes caracteristicas (
apical endpoints): nimero de huevos coagulados, irregularidades en la formacién de somites, no
despegado de la cola, ausencia del latido cardiaco, edemas y malformaciones en general.

En adultos: , se evaluara el comportamiento de los peces, y se registraran los tiempos y dosis
minimas necesarias para causar la muerte o un efecto toxico detectable

V. MARCO TEORICO

El género Passiflora es el mas grande de la familia Passiflordcea, comprende cerca de 500
especies (13), ninguna se caracteriza por poseer un alto contenido de compuestos fendlicos con
propiedades antioxidantes, excepto la Passiflora mollisima Kunth, L.H. Bailey (curuba) o tumbo
serrano en Perdq.

El género Passiflora constituye una enorme riqueza, tanto a nivel econémico, como nutricional y
de recursos genéticos. Algunas pasifloras tienen propiedades sedativas, antiespasmaodicas y
"antibacteriales". Es bien conocido por sus usos comerciales, muchas especies son ampliamente
cultivadas para la produccion de frutas. Otras especies se utilizan como plantas ornamentales por
sus flores de colores vivos. El conocimiento farmacologico del género Passiflora indica su
potencial para el desarrollo de farmacos ansioliticos y sedantes. Un namero significativo de
especies ha sido utilizado en la medicina popular tradicional en muchos paises, como remedio
para tratar la ansiedad, el insomnio, la histeria, la epilepsia, los espasmos y el dolor (14)(15).

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos mas utilizados lo ocupa el ensayo de
Artemia spp. Este es un ensayo general de amplio uso que determina el efecto letal de los
materiales en larvas de Artemia spp., y de esta manera se predice su habilidad para producir la
muerte de células cancerigenas en cultivo de tejidos, matar insectos y/o ejercer un amplio rango
de efectos farmacoldgicos. (16)

El ensayo de Artemia franciscana fue propuesto por Mc Laughlin (1991) y es muy util en los
bioensayos de laboratorios con el fin de determinar la toxicidad por la estimacion de la
concentracion(17), fue descrita en el siglo XVIII y ha sido extensamente estudiada desde el siglo



XIX. Cuando las condiciones ambientales son adversas, su principal propiedad es la de producir
formas de resistencia llamadas quistes. Después de un periodo de incubacion aproximado de 24
a 48 horas en concentraciones 6ptimas de oxigeno y salinidad, emergen larvas (nauplios) que
pueden administrarse directamente como alimento vivo a una gran variedad de organismos
acuaticos o pueden ser contabilizadas al realizar los ensayos de toxicidad frente a diversas
concentraciones de los extractos (18)

Para determinar la toxicidad de una sustancia se utiliza este bioensayo de dosis letal 50, este
corresponde a la dosis estadistica que causa la muerte del 50 % de los animales tratados en un
periodo determinado. Para determinar el dafio agudo a nivel celular que provoca un extracto se
utiliza como parametro la concentracidon. En el bioensayo de concentracion letal 50 se estiman los
efectos perjudiciales de la sustancia en estudio a través de la respuesta observada en los
organismos expuestos a un rango de concentraciones durante un periodo determinado. En la
presente investigacion sera contabilizando los nauplios de Artemia salina L. (19)

De igual modo el ensayo en Danio rerio o Pez cebra, permite obtener informacién sobre la
toxicidad en el pez adulto asi como en sus embriones. Estudios previos muestran que se puede
evaluar compuestos procedentes de plantas medicinales y potenciales sustancias
biocombustibles, por toxicidad embrionaria aguda y teratogenicidad utilizando la prueba de
toxicidad del embrién de peces (Fish Ebryo Toxicity FET). Identificar potenciales de riesgo
desconocidos y permitir focalizar la investigacion adicional en sustancias con potenciales toxicos
bajos. La prueba FET es ampliamente aceptada y utilizada en (eco) toxicologia, debido a que es
un modelo de organismo util para la prediccion de la teratogenicidad humana.(20)

Asimismo este modelo permite estudiar los mecanismos moleculares para identificar las
alteraciones en su expresion génica.(21)

El grupo de investigacion del doctor John P. Berry (2007) de la Universidad de Miami desarrolld
un método para la deteccidn y caracterizacion de toxinas provenientes de algas marinas y de
agua dulce. En patrticular, trabajaron con toxinas lipofilicas que afectaron el desarrollo de
embriones del pez cebra. Este método es sensible y contribuye al entendimiento de los
mecanismos de accion de estas toxinas, sin embargo no resulta rapido ni eficaz como bioensayo
de control para los lotes de bivalvos a fin de ser liberados al mercado. Por otro lado, Lefebvre y
col. (2009) utilizaron peces cebra adultos en ensayos con acido Domoico y toxina amnésica
mediante administracion intraperitoneal. Estos estudios se llevaron a cabo con el fin de analizar
dosis subletales y evaluar los mecanismos de accion del &cido Domoico. Aungue no se realizo
con el fin de desarrollar un método para la determinacion de toxinas marinas, la via de
administracion de este ensayo resulta de gran interés, dado que puede ser utilizada para la
optimizacién de un bioensayo de cuantificacion de toxinas marinas. (22)

Estas caracteristicas convierten al pez cebra en un modelo vertebrado muy versatil y apto para
estudios in vivo de toxicidad, cuya instalacion en los laboratorios de toxicologia permitiria,



adicionalmente, la adopcion de nuevas técnicas para la realizacion de ensayos en alimentos,
aguas residuales y otras matrices (23)

Unir ambos ensayos permitiria un gran beneficio a la poblacién al obtener el conocimiento para el
uso mas seguro de los extractos de las hojas de Passiflora, considerando que en la actualidad no
existen estudios al respecto.

VI. HIPOTESIS

El extracto de las hojas de las tres Passifloras tienen un grado de toxicidad entre tOxico y no
toxico en larvas de Artemia franciscana y en braquias de Danio rerrio

El extracto de las hojas de las tres Passifloras presenta bioseguridad al ser expuestos a Danio
rerio (Pez cebra)

VIl. METODOLOGIA

Se adjunta en anexo
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

para pruebas con Artem a
salina y Danio rerio

ACTIVIDAD INICIO FIN
Recol ecci 6n de Passifl oras 01/ 06/ 2017 30/ 06/ 2017
Preparaci 6n del extracto 01/ 07/ 2017 31/ 07/ 2017
etandl i co de nuestras
sel cci onadas
Adqui si ci 6n de di spositivos 01/ 08/ 2017 31/ 08/ 2017

Real i zaci 6n de ensayo de
toxicidad con Artem a salina

01/ 09/ 2017

30/ 09/ 2017

Real i zaci 6n de ensayo de
bi oseguridad en Danio rerio

01/10/ 2017

30/ 11/ 2017

Informe Parcial del Proyecto

14/ 10/ 2017

21/ 10/ 2017

Andalisis estadistico

01/ 12/ 2017

10/ 12/ 2017

El abor aci 6n del informe de
i nvestigaci 6n

11/ 12/ 2017

11/01/ 2018

El aboraci 6n de articul o de
i nvestigaci 6n

11/ 12/ 2017

11/01/ 2018

Informe Final del Proyecto

11/ 01/ 2018

12/ 01/ 2018




PRESUPUESTO

Total 14055

DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
Mat eri al bi ol égi co 10 KG 20 200
(pl ant as)
Mat eri al bi ol 6gi co 1 UNI 250 250
(Ani nal es
experi ment aci on)
Materi al bi ol 6gi co 200 UNI 5 1000
(Ani nal es
experi ment aci 6n)
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 25 25
REACTI VOS E | NSUMOS 100 UNI 25 2500
ALI MENTACI ON 2 UNI 120 240
Li bros y/o revistas 5 UNI 150 750
EMPASTADO 4 UNI 50 200
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 25 25
Mat eri al bi ol égi co 10 KG 20 200
(pl ant as)
APOYO 7 UNI 200 1400
CONSULTOR 1 UNI 100 100
Cursos de 2 UN 1000 2000
Capaci taci 6n
Mat eri al bi ol égi co 10 KG 20 200
(pl ant as)
REACTI VOS E | NSUMOS 10 UNI 25 250
MATERI AL DE VI DRI O 10 UNI 100 1000
Alinmento 10 KG 20 200
HOSPEDAJE 2 UNI 100 200
PASAJES 2 UNI 170 340
Publ i caci 6n articulo 1 UNI 2600 2600
REACTI VOS E | NSUMOS 300 UNI 1 300
PAPEL BOND 1 UNI 25 25
FOTOCOPI AS 500 UNI 0.10 50




