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Resumen:

Los extractos vegetales son una fuente potencial de principios activos con actividad
biolégica; sin embargo pueden presentar toxicidad en concentraciones definidas,
por ello, el presente trabajo de titulacion se centro en determinar la toxicidad de dos
extractos metandlico y etandlico de Ruta graveolens (Ruda) y Phyllanthus
anisolobus (Barbasco) respectivamente, para lo cual se usé el ensayo de toxicidad
en embriones de peces (del inglés FET) el cual tiene como organismo modelo al

pez cebra (Danio rerio).

Las plantas mencionadas fueron seleccionadas en base a su toxicidad en estudios
realizados dentro del “Grupo de Plantas Medicinales del Departamento de
Biociencias de la Universidad de Cuenca”, como en la informacion bibliografica, las
cuales fueron recolectadas, caracterizadas botanicamente, lavadas, secadas y
liofilizadas, con el fin de obtener los extractos secos. Por otra parte, para la
realizacion del FET, como primer paso se procedié a la adecuacion de las peceras
siguiendo los lineamientos de Westefield y los descritos en el manual de la
Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OECD) con el fin de
obtener un buen rendimiento en la puesta de huevos los cuales posteriormente
fueron puestos en contacto con los extractos a diferentes concentraciones con el fin
de encontrar toxicidad en base a la letalidad, misma que al ser observada en cada

test sirvié para realizar el calculo de la concentracion letal 50 (del inglés LC50).

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente con el empled del
software GraphPad Prism 9.4.0 para el célculo del LC50 de cada extracto,
presentando el Phyllanthus anisolobus una LC50 de 2.44 y la Ruta graveolens una
LC50 de 4.84 con lo cual se concluyd que ambos extractos presentan toxicidad a
bajas concentraciones siendo el extracto etandlico del Phyllanthus anisolobus el que
presentd un LC50 mas bajo por ende una mayor toxicidad. A través del presente

trabajo se logré optimizar el ensayo de toxicidad en embriones de peces cebra
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dentro del laboratorio del Grupo de Plantas Medicinales, util en futuras

investigaciones para evaluacion de toxicidad de extractos.

Palabras claves: Embriotoxicidad, Plantas medicinales, Danio rerio, FET.
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Abstract:

The present project focused on determining the toxicity of two methanolic and
ethanolic extracts of Ruta graveolens (Ruda) and Phyllanthus anisolobus (Barbasco)
respectively, using fish embryo toxicity tests (FET) with the zebrafish (Danio rerio)

as a model organism.

The study began with the selection of two plants that have reported toxicity both in
studies carried out within the "Plant Group of the Biosciences Department of Cuenca
University" and in bibliographic information, which were collected, botanically
characterized, washed, dried and concentrated to obtain the dry extracts. On the
other hand, for the FET, as a first step, the fish tanks were adapted following the
guidelines described in the OECD manual in order to obtain a good performance in
egg laying, which were then put in contact with the extracts at different
concentrations in order to find toxicity based on lethality, which was observed in each

test and used to calculate the LC50.

The obtained results were analyzed statistically with the use of Microsoft Excel 2016-
64 bits using a linear regression for the calculation of the LC50 of each extract, with
which it was concluded that both extracts present toxicity at low concentrations,
being the ethanolic extract of Phyllanthus anisolobus (Barbasco) the one that

presented a lower LC50 and therefore presented a higher toxicity.

Keywords: Embryo toxicity, medicinal plants, Danio rerio, FET.
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Introduccioén

La prueba de toxicidad aguda mediante el uso de modelos animales implica
la utilizacién de invertebrados como el camaron de salmuera hasta mamiferos
superiores como ratones, ratas, cobayos y conejos. Todos ellos conforman una
parte fundamental para la evaluacion e identificacion de los principales efectos de
sustancias de diferente uso, de entre ellos farmacolégico, sobre las estructuras,
organos o sistemas de los animales. Las pruebas de toxicidad en modelos animales
tienen la ventaja de que éstos presentan una estrecha relacién con la toxicidad
humana, especialmente si se usa el pez cebra, que tiene una analogia genética del
87% con el ser humano, aunque existen diferencias anatémicas y fisiologicas
importantes, la mayoria de los 6rganos del pez cebra realizan las mismas funciones
gue sus contrapartes humanas y exhiben una fisiologia bien conservada

(Jayasinghe & Jayawardena, 2019).

La OECD, es una organizacion que regula en materia de ciencia y tecnologia, los
ensayos bioldgicos de diferente indole, que realizan los grupos de investigaciéon o
aplicacion profesional alrededor del mundo. Uno de estos ensayos es el test de
toxicidad aguda en pez cebra, FET el mismo que, si bien es cierto, esta descrito en
el documento 236 de la OECD, es preciso adaptar la técnica a cada uno de los
laboratorios de experimentacion y demostrar la validez del mismo con la linea de
peces cebra que se dispone con el fin de optimizar la técnica segun parametros y
equipamiento local. En este contexto, las pruebas de toxicidad de extractos de
plantas medicinales son muy importantes, ya que, al ser potencialmente una fuente
de principios activos con actividad farmacoldgica, es preciso tener un acercamiento
al “dafno” que podria ocasionar dicho extracto en un organismo vivo como el pez.
Autores como (Lammer et al., 2009) (Alafiatayo et al., 2019), (Huang et al., 2018) y
(Nguyen et al.,2020) han utilizado este método y se ha obtenido excelentes
resultados. Por otro lado, es importante mencionar que para llevar a cabo la
validacién fue necesario disponer del modelo de Danio rerio en condiciones
Optimas, asi como probar con extractos de plantas que han sido ya reportadas como

toxicas, tales como Ruta graveolens (ruda) y Phyllanthus anisolobus (barbasco), las
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mismas que sirvieron para optimizar la técnica, pues se necesitaron
concentraciones muy bajas para observar su efecto sobre el desarrollo de huevos

de tres horas hasta 96 horas post-fertilizacion.

Por lo expuesto, el objetivo general del presente trabajo fue optimizar el ensayo de
toxicidad basico para extractos vegetales utilizando como modelo los embriones pez
cebra (Danio rerio). Los objetivos especificos fueron: a.) establecer las condiciones
de cultivo y crecimiento adecuadas para generar embriones viables para el modelo;
b.) evaluar la toxicidad de dos extractos vegetales en un ensayo optimizado; y, c.)
demostrar la validez del ensayo dentro del laboratorio del Grupo de Plantas
Medicinales del Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca para

futuras aplicaciones.
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CAPITULO |

1. Marco teoérico

1.1.Importancia de extractos de plantas como formas farmacéuticas y de
las pruebas de toxicidad
Una nueva categoria terapéutica que ha revolucionado los esquemas tradicionales
de tratamiento a fines del siglo XX ha sido el uso de fitomedicamentos,
estableciendo un valioso aporte a la ciencia. Al existir plantas con un elevado
potencial terapéutico que han sido utilizadas como un tratamiento alternativo se ha
visto la importancia de realizar estudios preclinicos con la finalidad de detectar, a
mas de la actividad biol6gica de importancia, efectos toxicos post administracion de

los mismos (Bermudez et. al, 2007).

A lo largo de los afios se ha subestimado el uso de la medicina tradicional por parte
de los servicios de salud, no obstante se ha utilizado para mantener la salud y
prevenir enfermedades; es asi que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reporta que un porcentaje elevado de la poblacion mundial, hace uso de plantas
medicinales para solventar sus necesidades médicas primarias; ademas, la
aparicion de cierto tipo de enfermedades, sumado a los problemas de acceso de
varios sectores de la poblacién a los servicios de salud, son factores que han
contribuido a motivar el interés en este tema por parte de todos los organismos de
salud (Quiroga, Arrazola, & Torrez, 2009). Sin embargo, es importante destacar que
los componentes de ciertos extractos vegetales poseen sustancias quimicas cuya
ingesta puede resultar altamente téxica e incluso letal. Hoy en dia, pese a la
implementacion y el desarrollo de sistemas de vigilancia toxicoldgica, la intoxicacion
por via oral por sustancias vegetales sigue siendo una causa evitable de
morbimortalidad (Martinez et al., 2014).

El estudio de la toxicidad de los principios activos provenientes de los extractos
vegetales requiere, entre otros, el uso de modelos animales para la determinacién
de actividades farmacologicas (Pefaherrera et al., 2016). Dentro del grupo de

ensayos de primera linea se encuentran los estudios de toxicidad a dosis Unica
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imprescindibles en la estimacién del potencial téxico, referido como el estudio cuali-
cuantitativo de los fendmenos téxicos y de su aparicion en funcion del tiempo tras
la administracion de una dosis Unica de la sustancia o de varias dosis fraccionadas
en el transcurso de 24 horas (Bermudez et al., 2007). De alli radica la importancia

de realizar el presente trabajo de investigacion.

Los métodos de estandarizacion deben tomar en consideracion todos los aspectos
que contribuyen a la calidad de las hierbas medicinales, a saber: identidad correcta
de la muestra, evaluacion organoléptica, evaluacion farmacologica, materia volatil,
evaluacion cuantitativa (valores de cenizas, valores extractivos), evaluacion
fitoquimica, prueba de la presencia de xenobidticos, pruebas de carga microbiana,
pruebas de toxicidad y actividad bioldgica. De estos, el perfil fitoquimico es de
especial importancia ya que tiene una relacion directa con la actividad de las hierbas
medicinales. Ademas, es necesario generar perfiles fitoquimicos y adoptar una
estrategia de estandarizacion basada en marcadores para minimizar la variacion de
lote a lote, para mantener la calidad y garantizar la seguridad y eficacia (Folashade,
Omoregie, & Ochogu, 2012).

Por otro lado en el Ecuador, existen ciertas areas con rica biodiversidad como la
region oriental o amazénica pero la escasa informacién acerca de muchas especies
vegetales nativas en relacion a sus propiedades medicinales, hace obligatoria la
realizacion de estudios preliminares tanto de caracteristicas fitoquimicas como
toxicologicas, estas podrian tener efectos terapéuticos frente a varias
enfermedades, de ahi se vuelve fundamental en la medicina a base de plantas la
evaluacion toxicoldgica para identificar los efectos adversos y proteger a los seres

humanos de sus potenciales efectos nocivos (Navas et al., 2020).

1.2.Especies vegetales en estudio
Posterior a revision bibliografica de especies vegetales, se opté por usar dos
plantas: Ruda (Ruta graveolens) y Barbasco (Phyllanthus anisolobus), las cuales
son plantas con antecedentes de toxicidad reportados. Al analizar los perfiles
fitoquimicos se encontré que las hojas de Ruda contienen diversas sustancias

guimicas toxicas: alcaloides, glucésidos y taninos; por otro lado, la presencia del
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flavonoide rotenona confiere al Barbasco su potencial toxico, mayormente en

insectos y peces (Céaceres, 2006; Castellanos, 2014).

1.2.1. Ruda (Ruta graveolens)
A continuacion, se observa en la figura 1 la planta de Ruta graveolens que fue usada

para la obtencion del extracto.

Figura 1. Ruta graveolens.

En la Tabla 1 se resume la descripcion botanica y farmacolégica de Ruta
graveolens.

Tabla 1. Descripcion botanica y farmacolégica.
(Nahar et al., 2021, Badhusha et al., 2020)

Nombre cientifico [ Ruta graveolens

Nombre comun Ruda

Familia Rutaceae

Posee tallos herbaceos de dos a tres pies de alto y
ramificados, son pequefias, carnosas, lisas y apareadas
sobre un peciolo, terminadas por una hoja impar. Su raiz
Descr_ipcic’)n es lefiosa, fibrosa y amarillenta. La flor estd compuesta por
botanica cinco pétalos concavos y el céliz esta dividido en cinco

Esteisy Paulina Peralta Cérdova
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partes; sin embargo, en su mayoria constan de cuatro
pétalos y cuatro divisiones en el caliz. Por otro lado, el
pistilo viene acompafnado de 8 a 10 estambres, adheridos
al cdliz. Finalmente, el fruto es una cépsula dividida en
I6bulos como pétalos que se abren por la parte superior.

Composicién

Esta constituido por aceite esencial que contiene
sesquiterpenos en su mayoria. En total la planta contiene
0,2- 0,7% de aceite esencial; y su composicién fitoquimica
es a base de cetonas, alcaloides, flavonoides, alcoholes e
hidrocarburos

Usos tradicionales

Es wusada para amenorrea, dolores menstruales,
reumatismo, neuralgias, fiebre, cefaleas, luxaciones e
inflamaciones por su accién analgésica, a pesar de ello
también es usada con fines abortivos, nerviosismo,
histerias e inapetencia.

Partes usadas

Se uso la parte aérea (hojas y flores).

1.2.2. Barbasco (Phyllanthus anisolobus)

A continuacion, se observa en la figura 2 la planta de Phyllanthus anisolobus que

fue usada para la obtencién del extracto.

Figura 2. Phyllanthus anisolobus.
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En la Tabla 2 se resume la descripcidén botanica y farmacoldgica de Phyllanthus

anisolobus.

Tabla 2. Descripcion botanica y farmacolégica.

(De la Torre et al., 2008, Gentry, 1996)

Nombre cientifico

Phyllanthus anisolobus

Nombre comun

Barbasco

Familia Phyllanthaceae
Descripcion Son hierbas, arbustos o0 pequefios arboles que no
botanica contienen latex, sus hojas son alternas simples con margen

entero y su disposicién es en un solo plano dando la
impresion de una hoja compuesta. Tiene flores verdes
apétalas que salen de la axila de cada hoja, y sus frutos
son redondos divididos en tres partes.

Composicién

Los compuestos que hacen a los barbascos ictiotoxicos
son sus metabolitos secundarios, entre ellos el
isoflavonoide rotenona, que se caracteriza por ser muy
toxica para los peces e insectos (ectotermos) y mucho
menos activa en los mamiferos y aves (endotermos).

Usos
tradicionales

Como ictiotéxico, para ello se debe moler las hojas y
colocarlas en el rio y algunos metros mas adelante se
pueden recoger los peces muertos o paralizados. Las hojas
también son usadas en el &mbito medicina, se machaca las
hojas y se las coloca en las muelas para sacarlas sin dolor,
otro uso que le dan es para eliminar granos y manchas de
la piel. Por otra parte, tiene una accioén insecticida, se lo
usa para controlar plagas de insectos.

Partes usadas

Se uso raiz, tallo y hojas.
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1.3.Pez cebra (Danio rerio)
1.3.1. Generalidades del pez cebra
1.3.1.1. Taxonomia
El pez cebra de nombre cientifico, Danio rerio, es un pequefio pez oviparo teledsteo
de agua dulce perteneciente a la Familia Cyprinidae, Orden Cypriniformes, Clase
Actinopterygii, Superclase Osteichtyes. Mide alrededor de 2-4 cm, es una especie
originaria del sudeste asiatico y su rango de distribucion natural incluye las cuencas
del rio Ganges, Brahmaputra y las aguas dulces tropicales de las regiones
monzonicas de la India, Bangladesh, Nepal, Butan y el norte de Myanmar (Espinoza,
2016).

Sin embargo, es comun hallarlo en acuarios de todo el mundo, esto implica que su
adquisicion es relativamente facil y debido a que tiene una alta capacidad de
reproduccién, el riesgo de extincion es bajo. Este pez se ha utilizado ampliamente
para el desarrollo genético, la transgénesis y los estudios toxicoldgicos, por lo cual
se ha convertido en un modelo popular para la investigacion debido a la alta
conservacion de la funcion genética entre el pez cebra y los humanos (Vargas,
2017).

1.3.1.2. Caracteristicas del organismo modelo y mantenimiento
Para obtener una correcta condicién de reproduccion de los peces cebra, se los
debe alimentar con una variedad de alimentos, como los granulos de trucha secos
o humedos molidos manualmente, o incluso alimento seco a manera de escamas.
Se debe colocar una cantidad suficiente de comida en cada pecera ya que lo que
se espera es que todos los peces tengan algo de alimento, el consumo de la misma
no debe sobrepasar los cinco minutos, por lo general se alimenta dos veces al dia
a los peces adultos, pero se debe considerar que alimentaciones ligeras y multiples
brindan a los peces una buena oportunidad de utilizar la comida. Conforme las
revisiones bibliograficas realizadas se ha encontrado que el mejor alimento es el
camaron de salmuera que segun (Westerfield, 2000) indica que es de facil
adquisicion y se debe cumplir con un proceso para su preparacion que consiste en

agregar 10 ml de huevos de camarones a 2000 ml de agua salada, airear
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vigorosamente y después de 48 horas a 28,5 °C, filtrar los camarones a través de
un pafo, lavar con agua dulce y diluir en agua destilada en una proporcion de 1
volumen de camarones por 3 volumenes de agua, y la proporcién para su
alimentacion corresponde a una pipeta Pasteur de camarones diluidos por 8 peces
adultos.

Por otra parte, las Dafnias y las larvas de Drosophila son otros posibles alimentos a
diferencia del camarén de salmuera, aqui se tiene que tener especial cuidado con
los gusanos tubifex porque pueden transmitir enfermedades. Por otro lado
(Westerfield, 2000) menciona que es importante considerar un programa de cria de
pez cebra para obtener una maxima produccion de embriones mismo que consiste

en lo siguiente:

e Dias sin cria:
- Al amanecer: alimentar con comida seca/hUmeda y camarones de
salmuera
- Mediodia: alimentar con comida en escamas
- Hora 13: alimentar con comida en escamas, sifonar el tanque para
eliminar los residuos y reemplazar 1/3 del agua.
o Diaanterior ala cria:
- Al amanecer: alimentar con pasta de higado y camarén de salmuera
- Mediodia: alimentar en escamas
- Hora 13: dar comida en escamas, sifonar el tanque para eliminar los
restos y reemplazar 1/3 del agua, afiadir machos y canicas al tanque
de las hembras
« Diadelacria:
- Amanecer: sifonar el tanque para los embriones, retirar los machos y
las canicas del tanque de cria.
- Hora 2: alimentar con comida seca/hiumeda y camarén de salmuera
- Mediodia: dar comida en escamas.
- Hora 13: alimentar con comida en escamas, sifonar el tanque para
eliminar los residuos y reemplazar 1/3 del agua. Luego cada 10 dias

se debe transferir todos los peces a tanques limpios.
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Otro punto importante de mencionar es el agua ya que se considera fundamental
para el mantenimiento de los peces, y se puede usar varios tipos de agua. Por
ejemplo, los peces adultos se pueden mantener en agua del grifo, acondicionados
dejandolos reposar, pero se debe tener en cuenta la calidad de la fuente de agua
local y de las demandas para la produccion de embriones, porque si se trata de
agua de mala calidad afectara negativamente a la salud de los peces incrementando
su susceptibilidad a las enfermedades y disminuyendo su potencial de
reproduccién. En caso de dudar de la calidad de agua se tiene como mejor opcion
indudablemente usar el agua desionizada o destilada afladiendo una pequefia
cantidad de sales y minerales. Por otro lado, los embriones y larvas jovenes tienen

requisitos mas estrictos y deben criarse en medio embrionario (Westerfield, 2000).

En cuanto a la reproduccioén, este pez es fotoperiddico y produce embriones todas
las mafianas, poco después del amanecer. Para obtener una produccion continua
de un numero relativamente pequefio de embriones (30-50 por pecera y por dia),
se recomienda usar un numero igual de machos (mas largos, més delgados y mas
amarillos, especialmente en el vientre) y hembras (mas gordas y mas plateadas).
También es necesario controlar el ciclo dia-noche con un temporizador automatico
(14 horas de luz/10 horas de oscuridad). Mantener a los peces bien alimentados
con un rico suministro de alimentos es fundamental para su reproduccion, se debe
evitar interrumpir los ciclos de luz de los peces y siempre se debe tener controlada
la temperatura para ello se usa calefactores o termostatos con la finalidad de
mantener una Optima temperatura dentro de las peceras, por ultimo, se tiene que
cubrir todo el fondo del tanque con una sola capa de canicas para evitar que los

peces se coman los huevos recién desovados (Westerfield, 2000).

1.3.1.3. Desarrollo del organismo modelo
El ciclo de vida del pez cebra inicia cuando la hembra realiza la deposicion de sus
huevos en el agua donde el macho los fecundara posteriormente. Las etapas de
desarrollo embrionario se dan de una manera muy réapida; en horas (hpf) o dias (dpf)
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posteriores a la fecundacion. Las hembras pueden depositar hasta mas de 200
huevos en una semana los cuales luego de tres dias eclosionaran. Dentro del
laboratorio se los puede mantener en cajas de cultivo gracias a su reducido tamafio.
A partir de los tres meses de vida, los peces pueden comenzar a reproducirse
continuamente y a diferencia del hombre, el pez cebra contindia con su crecimiento

hasta la muerte (Rojas-Mufioz, Bernad, Izpisua, 2007).

Sus caracteristicas biolégicas han propiciado que se use como modelo animal en
ciencias biomédicas desde los afios 90, debido a su pequefio tamafio, corto ciclo de
vida y su alta tasa de fecundidad, favoreciendo asi su uso en laboratorio como
organismo de prueba, ya que son reproductores grupales y dispersores de huevos,
la ovulacion de la hembra dependera de la exposicién de esta a las feromonas
gonadales del macho y la presencia del mismo es primordial para que se de el
desove. Es primordial saber que el desarrollo del pez cebra ocurre de forma muy
rapida, y tiene una duracion aproximada entre 2 y 4 dias. Entre 48 y 72 horas post
fecundacion el desarrollo de la mayoria de 6rganos se completa, con excepcion de
los érganos que componen el tracto gastrointestinal. Posterior a esto, a las 76 hpf,
el pancreas, el intestino y el higado, completaran su desarrollo, y finalmente a las
96 hpf, tendra el tracto gastrointestinal completamente desarrollado. Los
especimenes juveniles del pez cebra presentaran la mayoria de caracteristicas de
los adultos; pero solo se los considerara adultos como tal a partir de los 3 meses

cuando se haya alcanzado la madurez sexual (Espinoza, 2016).

Cabe destacar que existe una gran similitud genética entre el pez cebra y los
humanos (87%) y aunque existen importantes diferencias anatémicas y fisioldgicas,
la mayoria érganos de este pez cumplen las mismas funciones que sus contrapartes
humanas y exhiben también una fisiologia bastante conservada (Jayasinghe &

Jayawardena, 2019).
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1.3.1.4. Periodos de desarrollo del pez cebra
A continuacion, se describe textualmente lo que se indica en la descripcion del

desarrollo del pez cebra en el texto de (Westerfield, 2000):

- Periodo de cigoto:
Etapa comprendida entre 0 y 0,75 horas post-fertilizacion (hpf). Inicia con la
fertilizacion del ovocito y finaliza con la primera escision o divisién celular, 40

minutos luego de la fertilizacion aproximadamente (Westerfield, 2000).

- Periodo de escision o corte:
Comprendido entre 0,75 y 2,25 hpf. Posterior a la primera escision, las células se
dividen rapida y sincronicamente a intervalos de 15 minutos aproximadamente,
comenzando con la etapa de 2 células y terminando en la etapa de 64 células
(Westerfield, 2000).

- Periodo de bléastula:
Periodo comprendido entre las 2,25 y 5,25 hpf. Es un periodo en el cual el
blastodisco empieza a verse similar a una bola en la etapa de 128 células o también
conocido como el octavo ciclo celular cigético. Importantes procesos celulares se
desarrollan en esta etapa, entre los cuales tenemos, la transicién de la mitad de la
blastula, la formaciébn de la capa sincitial de la yema y el inicio de la
epibolia (Westerfield, 2000).

- Periodo de gastrula:
Periodo comprendido entre las 5,25 y 10 hpf. En este periodo la epibolia continua y
se producen los movimientos morfo genéticos celulares de involucion, convergencia
y extension, lo cual da origen a las tres capas germinales primarias y los ejes
embrionarios. En esta etapa también se desarrolla un sistema nervioso central muy
rudimentario al formarse la placa neural. El periodo de gastrula finaliza al

completarse la epibolia (Westerfield, 2000).
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- Periodo de segmentacion:
Comprendido entre las 10 y 24 hpf. Se desarrollan los somites, se observa un
desarrollo rudimentario de los érganos primarios, aparece la cola y se da el
alargamiento del embrién. En la etapa final de este periodo las primeras células
terminan su diferenciacién morfolégica y comienzan los movimientos corporales
(Westerfield, 2000).

- Periodo de faringula:
Periodo comprendido entre las 24 y 48 hpf. El embridén se ha desarrollado hasta la
etapa filotipica; este periodo lleva su nombre por la formacion de los siete arcos
faringeos, los dos primeros dan lugar a la mandibula, y los cinco posteriores forman
las branquias. El embrién ha enderezado el eje de su cuerpo, tiene bien desarrollado
el SNC (sistema nervioso central), el cerebro muestra todas las subdivisiones
principales (cinco I6bulos), se da el inicio de la pigmentacion, las aletas comienzan
su desarrollo, el corazén empieza a latir al inicio del periodo y se ha completado la

somitogenesis (Westerfield, 2000).

- Periodo de eclosion:

Periodo comprendido entre las 48 y 72 hpf. Se ha completado casi en su totalidad
la morfogénesis de los 6rganos rudimentarios y en la mayoria de estos se da una
ralentizacion considerable a excepcion del intestino y érganos asociados. Se
desarrolla la mandibula (en el ultimo periodo de la eclosion), los arcos branquiales
y las aletas pectorales. La eclosion se da de manera asincrénica durante todo el
tercer dia del desarrollo y en ocasiones puede darse en un tiempo mas
prolongado (Westerfield, 2000).

- Periodo de larva temprana:
Periodo comprendido entre 72 hpf y 7 dpf (dias post-fertilizacion). Se completa la
morfogénesis y se da un aumento de tamafio muy marcado. La boca se observa

bien abierta y se nota como esta sobresale anteriormente mas alla de los ojos. La
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aleta pectoral continda su expansion, la vejiga natatoria se infla y se observan

comportamientos de evitacion activa y busqueda de alimento (Westerfield, 2000).

Fig. 3. Morfologia normal de Danio rerio a las 24, 48, 72 y 96 hpf.

(Hellfeld et al., 2020)
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1.4.El pez cebra como modelo biolégico
El pez cebra es materia de investigacién en varios laboratorios y por muchos
investigadores alrededor del mundo. Desde la década de los 70 se propuso el
empleo de este pez para complejos estudios bioldgicos centrados en el desarrollo y
el sistema nervioso, asi como también ha sido utilizado en varios estudios para
probar la toxicidad de farmacos, de extractos vegetales y también para la evaluacion
de la ecotoxicidad. Dentro de la identificacion de nuevos farmacos, los embriones

del pez cebra permiten agilizar el analisis de una gran coleccion de posibles

Esteisy Paulina Peralta Cérdova
Edisson Homero Bravo Barbecho pag. 28



UCUENCA

moléculas candidatas a convertirse en nuevos farmacos e identificarlas, facilitando
asi una de las fases mas arduas del proceso de desarrollo de farmacos. Una ventaja
adicional de este modelo, es que al realizar estos andlisis en un sistema vivo, nos
permite observar los efectos en todo el organismo, permitiendo asi superar las
limitaciones que presentan las pruebas celulares que generalmente no reunen las
condiciones “in vivo” y, por otra parte, el uso del pez cebra evita tener que recurrir a
modelos que usan mamiferos en las fases tempranas del desarrollo de farmacos y
adicional a esto, el bajo coste de mantenimiento y crianza resultan en beneficios

econdémicos notables frente a los otros modelos animales (CSIC, s.f.).

Cabe destacar que Danio rerio es considerado un excelente instrumento para
investigacion ya que posee un origen remoto en comun con el ser humano (hace
400 millones de afos), es también muy econémico de mantener en el laboratorio y
puede ayudar en la reduccion del uso de modelos de animales mamiferos en
experimentacion. Por su gran similitud genética, fisiolégica y farmacolégica con los
humanos, es muy adecuado para la identificacion de productos naturales bioactivos
con gran potencial terapéutico. Este modelo in vivo es ideal y adecuado para el
cribado fenotipico de rendimiento medio en placas de microtitulacion, ademas con
respecto a las pruebas de bioactividad de moléculas pequefas, una ventaja clave
de usar embriones y larvas de pez cebra es que los compuestos se pueden agregar
simplemente al agua (no estéril) que los rodea, lo que aumenta aun mas el

rendimiento de la deteccion (Crawford, Esguerra y Witte, 2008).

1.4.1. Danio rerio como organismo modelo en ensayos toxicolégicos
Las pruebas de letalidad o toxicidad aguda (determinacion del LC50) nos permiten
la evaluacion de los principales efectos de las sustancias contaminantes que
podrian actuar sobre la estructura de ciertos organismos o poblaciones acuaticas a

un corto plazo (Bello, 2010).

En la mayoria de las investigaciones toxicologicas se emplea a los peces debido a

gue estos organismos vertebrados son considerados como buenos representantes
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dada su mayor complejidad y por lo tanto los efectos toxicos observados en ellos
son mas faciles de comprender e interpretar, asi como también es necesario
garantizar siempre que el material de prueba tenga un origen comdn (Ramirez &
Mendoza, 2008).

Cabe destacar que las pruebas de toxicidad aguda con vertebrados son una parte
integral de la identificacion de peligros ambientales y la evaluacion de riesgos de
productos quimicos, productos fitosanitarios, farmacos, biocidas, aditivos
alimentarios y efluentes (Braunbeck et al., 2014).

La tasa de terapias farmacéuticas innovadoras que llegan a los pacientes parece
estar disminuyendo, es asi que la cantidad de entidades moleculares enviadas a la
FDA se ha reducido a la mitad aproximadamente desde 1997. En un reciente
informe, la FDA sefala a la deficiencia tecnoldgica en toxicologia como la principal
causa de este problema, y se ha visto que, en la mayoria de casos, modelos
animales usados en el siglo pasado aun contindan usandose para la evaluacion de
la toxicidad de ciertas moléculas. Es asi que surge la necesidad de nuevos modelos
animales para probar la seguridad de los farmacos, sin embargo, se necesita
progresar aun mas en el desarrollo de mejores modelos animales para la evaluacion
toxicologica e involucrarla mucho antes en el proceso de descubrimiento de nuevos

farmacos (Zon & Peterson, 2005).

El pez cebra ha ganado rapidamente una gran aceptacion como modelo animal
prometedor para la toxicologia. La capacidad que brinda de evaluar de forma eficaz
la toxicidad de gran numero de compuestos permite preseleccionar bibliotecas
completas para el andlisis de su posible toxicidad. Cabe destacar que, los estudios
toxicoldgicos realizados en el pez cebra requieren cantidades de compuestos solo
en el rango de miligramos o microgramos, lo que lo diferencia de los ensayos en
mamiferos los cuales con frecuencia requieren de unos cuantos gramos a cientos

de gramos de un compuesto a analizar (Zon & Peterson, 2005).
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El uso del pez cebra como material en experimentacion permite, ademas de la
identificacion de nuevos farmacos, la observacion y analisis de los efectos de los
mismos y sus posibles productos toxicos en todo el organismo. Por dichas razones,
en los campos de la farmacologia, la toxicologia y la ecotoxicologia, esta especie
se plantea como un paso intermedio eficaz dentro del proceso de desarrollo de
farmacos y como un excelente sistema para la deteccion de los efectos toxicolégicos
tanto de productos de nueva sintesis como de contaminantes ambientales (CSIC,
s.f.).

Los adultos y los embriones de pez cebra son organismos usados popularmente
como modelos de laboratorio; por lo general para las evaluaciones toxicoldgicas se
utiliza al pez en sus etapas embrionarias debido a la naturaleza transparente del
huevo, ya que permite observar las etapas de desarrollo del mismo y validar la
toxicidad ya sea en extractos vegetales, farmacos, aditivos alimenticios, etc.

(Jayasinghe & Jayawardena, 2019).

Todas las ventajas del embrion de pez cebra antes mencionadas son aprovechadas
en el ensayo de toxicidad aguda en embriones de peces (FET). El FET ha sido
aplicado satisfactoriamente a una gran variedad de sustancias que tienen diversos
mecanismos de accion, volatilidades, solubilidades e hidrofobicidades
(OECD,2013).

El uso del FET en pruebas de toxicidad presenta varias ventajas frente a modelos
que impliquen el uso de animales superiores como ya se ha mencionado, la principal
ventaja que presenta el FET frente a estos modelos de experimentacion animal es
gue al estar en etapa embrionaria y por la falta de alimentacion independiente no
existe una ley que proteja ni regule su uso en experimentacion, es asi que el ensayo
con embriones de pez cebra segun la norma OECD 236 es considerada un
experimento sin animales lo cual facilita su uso en los laboratorios al no ir en contra
de las normas éticas que regulan la experimentacion con animales superiores
(Braunbeck et al., 2014).
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Otra gran ventaja que presenta el FET es su gran aplicabilidad en estudios en

diversas ramas de la ciencia, asi por ejemplo tenemos que, el FET es utilizado en:

Toxicidad y ecotoxicidad: las pruebas de toxicidad aguda en peces en un requisito
obligatorio en el conjunto de pruebas de ecotoxicidad y dado que se ha planteado
la hipotesis de que los peces usados en dichas pruebas sufren dolor y angustia el
uso de los mismos presentan una incompatibilidad con la mayoria de legislaciones
sobre el bienestar animal, es por ello que el uso de los embriones de pez cebra a
sido en pruebas de toxicidad ha sido una alternativa muy util para reemplazar el uso

de peces adultos en dichas pruebas (Lammer et al., 2009).

Neurotoxicidad y trastornos cardiovasculares: dado que los sistemas nervioso
y cardiovascular del pez cebra presentan una gran similitud tanto anatémica como
fisiologica comparada con los mamiferos (incluido el ser humano), los ensayos
realizados usando el FET se han convertido en un poderoso modelo animal para la
investigacion de toxicidad del sistema nervioso y cardiaco, esto debido a su facilidad
de mantenimiento, su manipulabilidad genética y su capacidad de cribado de alto
rendimiento y sumado a esto, los recientes avances en las técnicas de imagen y la
generacion de peces cebra transgénicos han facilitado el analisis in vivo de los
procesos celulares del desarrollo y la patogénesis tanto del sistema nervioso como
cardiovasculares. Incluso la aplicacion de este modelo nos permitiria identificar
ciertos compuestos de la medicina herbaria con posibles efectos cardiovasculares

beneficiosos (Seto et al., 2015)

1.4.2. Aspectos bioéticos en la experimentaciéon animal
Visto desde el punto bioético, se considera que los animales al no poseer
autonomia, no pueden negarse a participar en experimentos y, por lo tanto, la
responsabilidad recae en los humanos para no causarles dafios innecesarios,
siendo obligacion del investigador aumentar su bienestar y mantener condiciones
estables a los animales de estudio, todo esto con el fin de obtener resultados fiables
y reducir el nimero de experimentos necesarios, disminuyendo asi el nimero de
animales a usar, que es el objetivo fundamental. Conviene precisar que en la

experimentacién animal no se da una total separacién entre humanos y animales;
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al contrario, el hecho de utilizar a ciertos animales como biomodelos de los
humanos, se justifica dadas las semejanzas biofisiologicas que comparten (Amador
& Moron, 2010).

Segun Osorio (2006) menciona que en el pasado se sacrificaban animales en
grandes cantidades, pero en la actualidad esto ha cambiado, y estas practicas han
disminuido, modificando significativamente la situacion y trato a los animales en las
ultimas décadas, esta disminucion viene dada por el principio de las 3 R de Russel
(reemplazo, reduccién y refinamiento). Russel y Burch definieron alternativas como
cualquier técnica que reemplace el uso de animales, reduzca su numero en un
trabajo particular o que mejore un método ya existente para lograr disminuir el dolor
o el malestar de dichos animales. Por ello las alternativas de reduccién describen
métodos para obtener niveles comparables de informacién, a partir del uso de un
namero minimo de animales en los procedimientos cientificos, por otro lado, en los
métodos de laboratorio la reutilizacion o refinamiento, consiste en que, aquellos
animales que no hayan sufrido dafos severos en anteriores procesos y sean viables
para nuevos experimentos, sean incluidos nuevamente, evitando comprar y en
consecuencia, afectar a un mayor numero de animales, también agrupan aquellos
métodos que alivian o minimizan el dolor potencial y la angustia para mantener el

bienestar de los animales.

A pesar de que los animales parecen tener menos autoconciencia que los humanos,
ellos también padecen dolor, pena, nostalgia, alegria y exhiben caracteristicas
individuales, por tanto, no cabe pensar que un auténtico espiritu cientifico se deleite
al cometer aberrantes crueldades con los animales, ya que son muchos los
organismos usados para este tipo de evaluaciones, entre los de prueba
encontramos desde invertebrados como el camarén de salmuera hasta mamiferos
superiores como ratones, ratas, cobayas y conejos. Un tema que sigue causando
controversia es el referente a las consideraciones éticas acerca del uso de animales.
Es importante mencionar que afos atras los animales no eran considerados como

seres sintientes, por ende no existia restriccion ante el numero de animales que se
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requeria para estudios de experimentacion, la Unica preocupacion era la parte
econdmica, ya sea para la adquisicion de los animales necesarios para los
diferentes estudios cientificos, su mantenimiento o para la eleccién de nuevas
técnicas de evaluacion, es decir, modelos no animales o técnicas mucho mas
refinadas o avanzadas con la finalidad de acabar con el sufrimiento de los mismos
(CONICYT, 2009).

Hoy en dia, el uso de animales de experimentacion tiene que ser revisada y
autorizada por un comité de bioética, ya que existe una obligacion moral y legal de
causar el menor sufrimiento posible, es decir, salvaguardar su bienestar; sin
embargo, existen excepciones cuando no hay otra alternativa, misma que debe ser
explicada y justificada cientificamente. Por otro lado, como ya se ha mencionado
anteriormente un requisito de vital importancia es el bienestar animal, mismo que
permite validar a los resultados experimentales como confiables, este tema forma
parte de un debate continuo entre cientificos y fildsofos por el uso de los modelos
animales para resolver problemas terapéuticos, de diagndstico de enfermedades
humanas, y la imposicion del ser humano como especie para tratar a los animales

como medios, no como fines (Molina et al., 2015).

Esteisy Paulina Peralta Cérdova
Edisson Homero Bravo Barbecho pag. 34



UCUENCA

CAPITULO Il

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

- Horno de secado PRO 3 (Cuenca, Ecuador)

- Destilador de agua FANEM (Sao Paulo, Brasil)

- Balanza analitica BOECO (Alemania)

- Balanza analitica METTLER TOLEDO (Suiza)

- Bafio ultrasonico COLE-PARMER (lllinois, Estados Unidos)

- Rotavapor HEIDOLPH LABOROTA 4000 Efficient de Heidolph
(Schwabach, Alemania)

- Liofilizador FreeZone 2.5 LABCONCO (Kansas, Estados Unidos)

- Recirculador de agua VWR (Estado Unidos)

Equipos | - Bafio maria ultrasénico BRANSON 2510R-DTH (Danbury,
Estados Unidos)

- Biofreezer FISHER SCIENTIFIC ISOTEMP (Massachusetts,
Estados Unidos)

- Estereomicroscopio trinocular SZX2-ILLT (Tokio, Japén)

- Estufa bacteriologica MEMMERT-ALEM (Schwabach, Alemania)

- Vortex Mixer 120V LABNET (Estados Unidos)

- Potenciometro multipardmetros ORION 5 STAR THERMO
SCIENTIFIC (Indonesia)

- Purificador de agua BARNSTEAD RO (Dubuque, Estados
Unidos)

- Medio embrionario Danieau’s 0.3X
Reactivos | - DMSO (dimetilsulfoxido) Merck (Darmstadt, Alemania)

- Nitrégeno gaseoso Vidasua (Cuenca, Ecuador)

Solventes | - Etanol Merck (Darmstadt, Alemania)

- Metanol Merck (Darmstadt, Alemania)
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2.2.Metodologia

2.2.1. Obtencion de muestras vegetales

La muestra vegetal de Ruta graveolens fue obtenida en el mercado 10 de agosto de
la ciudad de Cuenca y las muestras de Phyllanthus anisolobus fueron obtenidos por

recoleccion en las provincias de Loja y Cafiar.

2.2.2. Procesamiento de muestras vegetales

2.2.2.1. Areade recoleccion de las muestras vegetales
En la tabla 3 se especifica los datos de recoleccion de cada planta utilizada para

los ensayos toxicoldgicos:

Tabla 3. Datos de recoleccién de muestras vegetales.

Coordenadas UTM WGS 84

Especie Fecha de Lugar de recoleccion
recoleccion X v
Ruda 16-03-2022 - - Comprado en el mercado 10 de

agosto de la ciudad de Cuenca

Barbasco 13-03-2022 9539277 604556 Parroquia Teniente Maximiliano
Rodriguez  (Celica), sector
Tishangara, junto al camino.

Barbasco 13-03-2022 9736845 689990 Provincia de Canar, Canton la
Troncal, recinto Nueva Union,
junto al riachuelo.

2.2.2.2. Recoleccion, seleccion y lavado y secado
La recoleccién se realiz6 manualmente en fundas de papel con la finalidad de no
dafar la especie. En el laboratorio se realizo la seleccion de las partes a usar, en la
Ruda (Ruta graveolens) toda la parte aérea de la planta es decir tanto las hojas
como las flores, por otro lado, en el Barbasco (Phyllanthus anisolobus) se
seleccionaron las hojas. Se lavé con agua destilada y se secé en el horno de secado

PRO 3 (Cuenca, Ecuador), para el posterior triturado de la droga.
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2.2.2.3. Percolacion
Para iniciar este proceso primero se humecto la droga, para ello se peso 10 gramos
y se la humecto con el solvente correspondiente en este caso se us6 metanol Merck
(Darmstadt, Alemania) para la Ruda (Ruta graveolens) y etanol Merck (Darmstadt,
Alemania) para el Barbasco (Phyllanthus anisolobus), es importante mencionar que
la droga debe quedar cubierta con papel aluminio y bajo oscuridad, esto se realiz6
aproximadamente de 15 a 18 horas. Posteriormente, se transfirié la droga ya
humectada a los correspondientes percoladores, sobre ella se vertio los solventes
respectivos, mismos que estaran 1 cm por encima de la droga y se dej6 macerar
por 24 horas con la llave del percolador cerrada. Completadas las 24 horas de
maceracion se procedio a la recoleccion: primero se recogio la fraccion 1 que
corresponde al 75% del primer tubo y luego se dejo un goteo constante (20 gotas
por minuto) durante 8 horas (Anexo 1). Finalizado todo este tiempo se concentré los
extractos con nitrébgeno Vidasua (Cuenca, Ecuador), (hasta obtener

aproximadamente 1 cm del tubo) (Anexo 2).

2.2.2.4. Liofilizacion y almacenamiento
Obtenidos los extractos concentrados con nitrdgeno se procedio a la liofilizacion por
24 horas, culminado el tiempo se consiguid el extracto seco que fue transferido a
tubos tapa rosca para su posterior almacenamiento en el Biofreezer Fisher Scientific

Isotemp (Massachusetts, Estados Unidos) a -20°C (Anexo 4).

2.2.3. Prueba de toxicidad en embriones de peces (FET)

2.2.3.1. Acondicionamiento de la pecera
Para iniciar el acondicionamiento se lavo la pecera y se preparé el agua con sales

segun lo indicado en el PNT previamente establecido en el laboratorio de peces.
Luego se llendé la pecera y el filtro se coloc6 previamente armado segun
instrucciones del fabricante, se sembro Bio Nitrivec realizando los calculos previos
dependiendo del volumen de agua de la pecera; teniendo en cuenta que para la
siembra de este seran necesarios 10 ml por cada 25 litros de agua. Se tuvo que

esperar la maduracion del filtro y verificar la misma mediante parametros fisico
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guimicos. Las condiciones de cultivo y crecimiento para generar embriones viables

del modelo de pez cebra (Danio rerio), segun Westerfield (2000) son:

Tabla 4. Pardmetros fisicoquimicos.

Parametros fisico quimicos Rango
Diarios
pH 6.8-7.5 tolera desde 6 hasta 8.5
Conductividad 300 - 1000 uS/cm
Oxigeno disuelto 6 mg/L
Temperatura 26-28.5°C tolera desde 22 hasta 30°C
Semanales
Amonio < 0,02 mg/L
Nitritos < 0,1 mg/L
Nitratos <50 mg/L
Dureza total (GH) ~ 50-100 mg/L CaCOs3 (~2-6° GH*)
Dureza de carbonatos (KH) ~ 50-100 mg/L CaCOs (~2-6° GH*)
Ciclo luz/oscuridad 14/10 horas

Para concluir con este punto se realizo la recoleccion y seleccion de huevos, como
se describe a continuacion: se debe colocar las trampas al finalizar el dia, al dia
siguiente, retirar la trampa de la pecera luego de una hora de encendidas las luces
de acuerdo al ciclo luz/ oscuridad, colocar en un recipiente plastico adecuado y
posterior a este paso se coloca los huevos en un cernidor que no permita el paso
de los mismos a través de él. Enjuagar la caja Petri de la trampa con el agua de la
pecera y posteriormente enjuagar los huevos utilizando una piseta que contenga
medio embrionario Danieau’s, con la finalidad de eliminar las impurezas, previo a
esto se debe tener lista una caja Petri con medio embrionario y cuidadosamente
pasar los huevos del cernidor a la caja. Trasladar la caja al estereomicroscopio y
seleccionar los huevos viables, separando de los huevos defectuosos (desarrollo
anormal, coagulados, no viables, corion roto), por ultimo, se debe contabilizar los

huevos viables y no viables para realizar el calculo de porcentaje de rendimiento,
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etiquetar y devolver la caja Petri a la cabina para mantener la temperatura adecuada

para su posterior desarrollo (Anexo 6).

2.2.3.2. Ensayo de toxicidad en el modelo de pez cebra

Preparacién de los extractos para ensayo de toxicidad en embriones FET

Se inici6 con la preparacion de una solucion stock con una concentracion de 250
mg/mL con DMSO (100% DMSO). Partiendo del stock se preparo soluciones de las
siguientes concentraciones: 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.562 y 0.7812 pg/mL, utilizando
como solvente el medio embrionario Danieau’s. Se ajusto el porcentaje del solvente

para que cada dilucion contenga DMSO al 0,01%.

Ensayo de toxicidad en embriones de pez cebra FET

Los ensayos se realizaron con el fin de demostrar la toxicidad de extractos vegetales
de Ruta graveolens y Phyllanthus anisolobus en embriones de pez cebra tratados a
las 3 hpf, se uso6 un sistema estético en el cual las concentraciones de las soluciones
de ensayo permanecen inalteradas durante toda la duraciéon del mismo. El
procedimiento a continuacion descrito consta en el PNT 2 (Anexo 7) que se basa en
las directrices del documento 236 de la OECD.

Se coloco en cada pocillo de la placa (24 pocillos) un huevo preseleccionado en el
estereomicroscopio, posterior a la colocacion de los huevos se procedié a retirar
con sumo cuidado el exceso de medio Danieau’s y se distribuyé 2 mL de cada
solucién de prueba (1-5), control negativo (nC), control positivo (pC), control del
solvente (sC) y el control interno de la placa (iC), como se indica en la Figura 4.Una
vez se haya puesto en contacto con todas las soluciones se procedié a dejar en
incubacién en la cabina de peces cebra para mantener las condiciones optimas de
luz/oscuridad y temperatura. El ensayo se realiz6 por triplicado repitiendo el mismo

procedimiento en cada uno.
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Figura 4. Disposicion de placas de 24 pocillos (OECD,2013).
1-5 = Concentraciones de prueba; nC = control negativo (medio embrionario);
iC = control interno de la placa (agua de dilucién); pC = control positivo
(DMSO 5%); sC = control del solvente (DMSO 0,01%)

Observacion de resultados

Se realizaron las observaciones de los resultados a las 24, 48, 72 y 96 horas pocillo

por pocillo con ayuda del estereomicroscopio y se anot0 todos aquellos que

presentaron alguna de las observaciones apicales que indiquen toxicidad tal como

esta indicado en la Tabla 5.

(Lammer et al., 2009), (Alafiatayo et al., 2019).

Tabla 5. Criterios de valoracion.

Criterios de valoracion de letalidad

Tiempo de exposicion

24h 48h 72h 96h

Coagulacion

No desprendimiento de la cola

No formacién de somitas

Ausencia de latido cardiaco

Falta de eclosiéon

Muerte
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Criterios subletales de valoracion del desarrollo.

Formacion de somitas .

Desarrollo normal de los ojos . . . .
Movimientos espontaneos . . . .
Latido del corazén/circulacion sanguinea . . .
Pigmentacion . . .

Formacion de edemas

Criterios de valoracién de teratogenicidad

Malformacion de cola . . . .
Malformaciones de la columna . . . .
Deformacion de la yema . . . .
Retraso general del crecimiento . . . .

2.2.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico tuvo como finalidad determinar la existencia de toxicidad de
los extractos vegetales seleccionados (Ruta graveolens y Phyllanthus anisolobus).
En este disefio experimental se consideré6 como unidad experimental al grupo de
veinte embriones de 3 hpf por placa, los cuales fueron sometidos a diferentes
concentraciones de extractos, control positivo (DMSO 5%), control negativo
(Danieau’s) y control de solvente (Danieau’s/DMSO 0.01%). Como variables
independientes se consideraron (dia del experimento, temperatura y concentracion
del extracto) y las dependientes (observaciones apicales: coagulacion del embridn,
falta de formacion de somitas, no desprendimiento de cola, falta de latido y
deformidad de la cola). Para eliminar variaciones tanto del operador como del
proceso, asi como también la temperatura del ambiente y del agua, ciclo

luz/oscuridad y el tiempo de duracion de cada test fue necesario incluir en cada uno
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una placa de control negativo, control positivo y control de solvente. El analisis
estadistico de los resultados obtenidos a las 96 horas de cada test se empled el
software GraphPad Prism 9.4.0. Los resultados se expresan en concentracion letal
50. Para el célculo del LC50 se inicié con una prueba piloto en base a los datos
previos del laboratorio del grupo plantas. Para garantizar la reproducibilidad se
prob6 cada extracto por triplicado en dias diferentes; luego, el promedio de los tres

tests se utilizé para encontrar el LC50 utilizando una regresion lineal simple.
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CAPITULO Il
3. Resultados y discusion

3.1.Adecuacion de la pecera

Segun las directrices de la OECD en su documento 236, item 12 se especifican
las condiciones del agua de la pecera y de los ensayos. En la tabla 6 se exponen
los parametros obtenidos luego de la adecuacion de la pecera, y la puesta en

marcha del proyecto:

Tabla 6. Caracteristicas de la calidad del agua en el

mantenimiento de los peces.

Dias de los pH Temperatura  Conductividad RDO
ensayos °C MS/cm mg/L
1 7.54 26 356.5 6.05

2 7.67 26 467.8 6.01

3 7.39 27 457.9 6.03

4 7.78 26 366.2 6.09

5 7.50 27 434.6 6.01

6 7.73 25 423 6.04
Promedio 7.60 26.16 417.7 6.04
(DE) (0.14) (0.75) (46.55) (0.02)

Como se observa en la tabla anterior, el promedio de las mediciones diarias de
pH fue de 7.60 (0.14) que esta dentro del rango de referencia tolerable, que va
desde 6 hasta 8.5; la temperatura estuvo en un promedio de 26.16 es decir esta
dentro del rango que es de 26-28.5 °C; la conductividad arroj6 un resultado de
417.7 uS/cm la misma que también se encuentra dentro del rango recomendado
de 300-1000 uS/cm vy, por ultimo, el RDO de 6.04 mg/L que igualmente se
encontré dentro del valor referencial de 6 mg/L. Todos los valores referenciales
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mencionados se encuentran descritos por Westerfield (2000), y constan en el
PNT 1 (Anexo 6).

3.2. Validez del test toxicoldgico
Este resultado constituye los criterios de viabilidad de los huevos que se

obtienen de las condiciones de pecera indicadas anteriormente.

A continuacion, en la Tabla 7, se presentan los resultados del porcentaje de
fertilizacion, temperatura, porcentaje de supervivencia, porcentaje de mortalidad
en el control positivo y porcentajes de eclosién tanto en el control negativo como

en el control de solvente, segun el criterio 8 del documento 236 (OECD).

Tabla 7. Resultados obtenidos en base a los criterios de validez de la OECD.

Parametros % de Registros % % % de eclosion
Fertilizacién de supervivencia mortalidad Control Control
Dia temperatura en control en control negativo de
negativo positivo solventes
RUDA
1 86 26 91.66 100 91.66 80
2 79 26 91.66 100 91.66 100
3 86 26 95.83 100 95.83 100
%TOTAL 83.66 26 93.05 100 93.05 93.33
BARBASCO
1 71 26 91.66 100 91.66 85
2 82 26 95.83 100 95.83 95
3 95 25,5 95.83 100 95.83 90
%TOTAL 82.66 25.83 94.44 100 94.44 90

Un parametro adicional que se debe reportar dentro de los criterios de validez, es la
concentracion de oxigeno disuelto medido a las 96 horas de exposicion en cada
pocillo, pero este valor no pudo ser registrado puesto que no se conté con el

equipamiento necesario.
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En resumen, la validez del test toxicolégico cumple con las condiciones establecidas

en la guia de la OECD e indicadas en el Anexo 9.

En cuanto a la solubilidad podemos indicar que ambos extractos vegetales fueron
insolubles en agua, por ello se us6 dimetilsulféxido (DMSO) para la correcta
solubilizacién de los mismos, para corroborar esto se busco en la bibliografia y nos
menciona que el Phyllanthus anisolobus precisamente la rotenona es insoluble en
agua segun OIT & OMS (2020). Cabe mencionar que, en cada una de las
concentraciones de prueba, se llegd a un porcentaje de DMSO de 0,01%. Como el
solvente utilizado en las pruebas de FET es Danieau’'s/DMSO 0,01%, se

introdujeron los controles de solvente, como lo indica la técnica.

3.3. Pruebas de toxicidad
Finalmente, en la prueba de toxicidad con cada uno de los extractos en las
diferentes concentraciones se obtuvieron datos que corroboran la validez de la
técnica. En las Tablas 8 y 9 se presenta un resumen de la letalidad en cada

concentracion para cada uno de los extractos.

Tabla 8. Porcentaje de letalidad registrado a 96 horas de extracto
etandlico del Barbasco en las diferentes concentraciones de prueba

BARBASCO (Phyllanthus anisolobus)

Concentracion Letalidad 1 Letalidad 2 Letalidad 3 % Total

(hg/mL) (%) (%) (%)

25 100 100 100 100
12,5 100 100 100 100
6,25 100 100 100 100

3,125 90 75 80 81.66
1,5625 15 15 5 11.66
0,7812 5 10 0 5
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Tabla 9. Porcentaje de letalidad registrado a 96 horas de extracto
metandlico de Ruda en las diferentes concentraciones de prueba.

RUDA (Ruta graveolens)

Concentracion Letalidad 1 Letalidad 2 Letalidad 3 % Total

(hg/mL) (%) (%) (%)

25 100 100 100 100
12,5 100 100 100 100
6,25 90 85 80 85
3,125 10 5 10 8.33

1,5625 5 0 5 3.33

Los embriones fueron seleccionados e incubados a 26 *1°C, con distintas
concentraciones de los extractos vegetales a analizar (0.78 a 25 pg/mL), se observo
el desarrollo de los embriones a las 24, 48, 72 y 96 horas utlizando el
estereomicroscopio en busca de cualquiera de las observaciones apicales que nos

indiquen la existencia de toxicidad.

La exposicion a las concentraciones toxicas de ambos extractos a 12.5y 25 pug/mL
exhibieron coagulacion del huevo y muerte en las primeras 24 horas tanto en el
extracto de Ruta graveolens como en el de Phyllanthus anisolobus obteniéndose un
100% de letalidad.

En el extracto de Phyllanthus anisolobus a las primeras 24 horas también se
observé coagulacién y muerte a la concentracion de 6.25 pug/mL en un 100% y en
la concentracion de 3.125 pg/mL hubo retraso de eclosion a las 96 horas del test y
se presento una letalidad de un 81.66%, en 1.56 pg/mL se not6 un bajo porcentaje
de letalidad del 11.66% y por ultimo el extracto de 0.78 pg/mL registré el porcentaje

mas bajo de letalidad de 5%.
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En cuanto al extracto de Ruta graveolens en la concentracion de 12.5 pg/mL se not6
el no desprendimiento de la cola y un elevado porcentaje de muerte a las 48 horas,
el mismo que alcanz6 una mortalidad del 100% a las 72 horas, en 6.25 pg/mL se
observo retraso de eclosion en todos los ensayos y una media de letalidad del 85%
de muerte a las 96 horas, en 3.125 pg/mL se presenté una baja mortalidad con un
porcentaje de 8.33% a las 24 horas y a 1.56 pg/mL los embriones se encontraban
bien y la mortalidad fue mucho mas baja con un porcentaje de 3.33 %. Cabe
destacar que tanto los resultados registrados de letalidad a la concentracion de 1.56
de Ruta graveolens como en 0.78 de Phyllanthus anisolobus podrian deberse a
errores por parte del operador ya sea en el momento de la seleccion o al momento

de la manipulacion de los mismos en la preparacion de los test.

La letalidad de los dos extractos vegetales sobre los embriones de pez cebra fueron
muy notorios, mismos que se evidenciaron con la presencia de las caracteristicas
apicales de toxicidad mencionadas en la (Tabla 4), a mas de esto se presencio

teratogenicidad con el Phyllanthus anisolobus.

En definitiva los resultados obtenidos de analisis de las plantas (Ruta graveolens y
Phyllanthus anisolobus) nos revelan que poseen una elevada toxicidad, que se
podria atribuir al potencial toxico propio de cada una de ellas y por ende al analizar
el perfil fitoquimico basado en una revision bibliografica nos indica que segun
Céceres (2006) las hojas de Ruta graveolens contienen diversas sustancias
guimicas consideradas perjudiciales o toxicas entre ellas estan: alcaloides,
glucésidos y taninos, cabe recalcar que todo lo anteriormente expuesto es
corroborado por Castellanos (2014) quien menciona que estas sustancias quimicas,
también se pueden encontrar en las flores y tallos. En cuanto al Phyllanthus
anisolobus se encontro la presencia de varios flavonoides donde la rotenona es el
compuesto mas importante ya que tiene como caracteristica ser el mas toxico, y se
ha demostrado la toxicidad para insectos y peces, aunque esta disminuye cuando
se trata de aves y mamiferos (Gupta, 2012).
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Ademas de lo expuesto, un resultado interesante obtenido en este proyecto fue
observado en el extracto etandlico de Phyllanthus anisolobus, que demostré una
gran actividad teratogénica observada a la concentracion de 3.125 pg/mL. En dicha
concentracion se pudo notar edema pericardico, saco vitelino agrandado,
malformacion de la cola la misma que en ocasiones se observd doblada o incluso
no se formd, malformacion de columna y retraso general de crecimiento (Figura
5), todas estas caracteristicas se las observé desde las 24 horas pero se confirmé
Su presencia a partir de las 48 hasta las 96 horas de exposicidn al toxico, es asi que
podemos comparar estos resultados con los reportados por Ismail et al. (2017), en
el cual se determiné a la concentracion teratogénica como la concentracion a la cual
se puede observar desarrollo anormal de 6rganos, columna doblada, saco vitelino

agrandado, edema pericéardico, latidos cardiacos lentos y retraso en la eclosion (>72
hpf).
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Figura 5. Caracteristicas de teratogenicidad del Barbasco.
EP: edema pericardico, ESV: edema saco vitelino, NC: no formacién de cola,
MT: malformacioén de cola, MC: malformacién de columna.

3.4.Concentracion letal media (LC50)

Por dultimo, el céalculo de la concentracion letal media (LC50) se analizd
estadisticamente mediante el uso del software GraphPad Prism 9.4.0.y se reporté
los resultados en la Tabla 10, seguido de los gréficos correspondientes a cada LC50
de cada planta.
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Tabla 10. LC50 de extractos a 96 hpf de prueba FET.

Extracto RUDA BARBASCO
(Ruta graveolens) (Phyllanthus anisolobus)
LC50 (ug/mL) 4.84 2.44
R? 0.997 0.992

Se utilizé un intervalo de confianza del 95%.

Grafico 1. Calculo de LCsp para el extracto de Ruta graveolens.
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Grafico 2. Calculo de LCsp para el extracto de Phyllanthus anisolobus.
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Con referencia a los resultados de la Tabla 9 y los Graficos 1 y 2, podemos
evidenciar que la mayor toxicidad con un LC50 calculado de 2.44 pg/mL
corresponde al extracto de Phyllanthus anisolobus, seguida del extracto de Ruta

graveolens que presentd un LC50 calculado de 4.84 pg/mL.

Con los datos obtenidos, podemos observar que coinciden con lo reportado en
investigaciones, tales como menciona Alafiatayo et al., (2019) al comparar 5
extractos metandlicos de Curcuma longa (125 pg/mL a 7.8 pg/mL) (DMSO 0.1%) y
calcular el valor del LC50 a las 96 horas el cual fue de 56.677 pg/mL demostrando
asi la validez del empleo del FET para la determinacion de la toxicidad de este
extracto. Entre los efectos téxicos evaluados en este ensayo se encuentran la
coagulacion de los huevos, la eclosion tardia y los latidos del corazén, mientras que
las deformidades del desarrollo en las somitas, el desprendimiento de la cola, los
otolitos, la circulacién sanguinea, los latidos del corazén, la motilidad y la
malformacion esquelética evaluaron la teratogenicidad. Se evidencié ademas que
en las dos concentraciones mas altas (125 y 62.5) es donde mayor efecto
embriotéxico se presentd concluyendo que la toxicidad y las deformidades son
dependientes de la concentracion y aumentan a medida que transcurren los dias de
exposicién, ademas se observé a una concentracion mayor de 62.5 ug/mL se
registraron efectos teratogénicos en forma de deformidades en el desarrollo

corporal después de 48 hpf.

Asi también resultados similares son reportados en el estudio realizado por Fazry
et al., (2018) en donde se realizo el estudio de dos componentes del pericarpio del
mangostan: xantona cruda (XCE) y a-mangostin (a-MG), para la comprobacién de
su toxicidad en embriones de pez cebra. Se usd 5 concentraciones entre 250-7.81
pg/mL y 50-0.78 pg/mL respectivamente, en un lapso de 72 horas demostraron
mortalidad del 100 % a una concentracion de 62.5 ug/ml para XCE y de 50 pg/ml
para a-MG en adelante. Adicionalmente, sus datos mostraron que los embriones
supervivientes tratados con a-MG la concentracién de 12,5 ug/mL o superiores
presentaron una malformacion de flexion de la cola, lo que indica que a-MG puede

inhibir alguna expresion génica del desarrollo causando teratogenicidad.
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Con lo expuesto podemos decir que los resultados obtenidos en los dos estudios
mencionados tienen similitud con nuestros resultados, logrando corroborar la
validez del FET para demostrar la toxicidad de los extractos vegetales probados a
5 concentraciones diferentes. Cabe destacar que cada ensayo, aunque tiene de
base las directrices de la OECD cada autor ha optado por realizar diferentes

cambios dependiendo de las necesidades de cada ensayo.
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CAPITULO IV
4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1.Conclusiones

El proyecto de integracion curricular desarrollado pudo cumplir los objetivos

planteados, concluyendo lo siguiente:

Se obtuvieron las condiciones Optimas de cultivo y crecimiento para generar
embriones viables de pez cebra (Danio rerio) para su posterior uso como
modelo de toxicidad cuyas variables se indicaron en los resultados.

Se pudo corroborar la validez del test de toxicidad dentro de los laboratorios
del Grupo de Plantas Medicinales, ya que se obtuvieron huevos viables para
el desarrollo del mismo.

Se determind la toxicidad en los dos extractos de Ruta graveolens y
Phyllanthus anisolobus mediante el LC50 los cuales fueron de 4.84 pg/mL y
2.44 pg/mL respectivamente, observandose que el Phyllanthus anisolobus al
presentar un valor mas bajo del LC50 necesitaria concentraciones mucho
menores para causar toxicidad, es decir este extracto es mucho mas toxico
gue el de Ruta graveolens, es por ello que esta planta debe contar con una
vigilancia toxicoldgica ya que al ser ingerida puede ser perjudicial para la
salud.

El ensayo ha sido validado a través de la aplicacion de la guia de la OECD y
al contrastar con reportes de diferentes autores, se puede concluir que los
ensayos realizados dentro de nuestro proyecto sirven para optimizar el

modelo es decir sirven para reportar la toxicidad de extractos vegetales.

4.2. Recomendaciones

Se deberian realizar m&s pruebas con otros extractos vegetales que
contribuyan a la obtencion una base de datos de toxicidad de extractos
vegetales de plantas que se utilizan en la regién, con lo que se podria realizar

una comparaciéon mucho mas amplia.
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- Realizar procesos que permitan la identificacion y aislamiento de los
principios activos de los extractos, que podrian estar implicados en la

toxicidad de las plantas usadas en este proyecto.

- Comparar estudios de toxicidad de extractos de plantas en diferentes

modelos.
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6. Anexos

Anexo 1. Percolacion Ruda y Barbasco.

B
DESTILADA umcmsme

HASTA OPERATING LEvEL A
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Anexo 3. Concentracion de extractos vegetales en Rotavapor

Anexo 4. Liofilizacion de extractos.
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Anexo 5. Obtencién de extractos liofilizados.

Anexo 6. PNT N°1 “Condiciones de cultivo y crecimiento para generar embriones
viables del modelo de pez cebra (Danio rerio)”
PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO N°1
Tema: “Condiciones de cultivo y crecimiento para generar embriones viables del

modelo de pez cebra (Danio rerio)”

1. Condiciones de mantenimiento de peces cebra
Segun Westerfield (2000) en “The Zebrafish Book/Page 1.10” se mencionan
los siguientes valores referenciales para los siguientes parametros:
1. Temperatura in
Temperatura out
pH (6.8-7.5 tolera desde 6 hasta 8.5)
Conductividad (300 - 1000 pS/cm)
Oxigeno disuelto (6 mg/L)
Temperatura de la pecera (26-28.5°C tolera desde 22 hasta 30°C)
Amonio (< 0,02 mg/L)
Nitritos (< 0.1 mg/L)
Nitratos (< 50 mg/L)

© © N o g »~ DN
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10. Dureza total GH (~ 50-100 mg/L CaCOs3 (~2-6° GHY¥))
11.Dureza de carbonatos KH (~ 50-100 mg/L CaCOs (~2-6° GHY¥))
12. Ciclo luz/oscuridad (ciclo 14/10 horas)

2. Acondicionamiento de pecera

a.

Lavar la pecera segun PNT N°ZG-2 establecido en el laboratorio de
peces cebra del Grupo de Plantas Medicinales del Departamento de
Biociencias de la Universidad de Cuenca, que corresponde al nombre
de “Maduracién de filtros para peceras de peces cebra”.

Preparar el agua con sales segun PNT N°PCOP 001 establecido en el
laboratorio de peces cebra del Grupo de Plantas Medicinales del
Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca, que
corresponde al nombre de “PNT para limpieza y cambio de agua de la
pecera en el laboratorio de peces cebra”.

Llenar la pecera y colocar el filtro, previamente armado segun
instrucciones del fabricante.

Sembrar Bio Nitrivec realizando los calculos previos dependiendo del
volumen de agua de la pecera. Se debe sembrar 10 ml de Bio Nitrivec
por cada 25 litros de agua.

Esperar la maduracioén del filtro de la pecera.

Verificar la maduracién del filtro mediante pardmetros fisico quimicos

del punto 1.

3. Parametros fisico quimicos a controlar

Los pardmetros fisico quimicos a controlar diariamente son del 1 al 6 del

punto 1 del presente PNT y los parametros a controlar semanalmente son
del 7 al 11 del punto 1 del presente PNT.

4. Recolecciony calidad de huevos

a. Colocar las trampas al finalizar el dia alrededor de las 5pm.
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Al dia siguiente, sacar la trampa de la pecera luego de una hora de
encendidas las luces de acuerdo al ciclo luz/ oscuridad establecido en
el punto 1 y colocar en un recipiente plastico adecuado.

Colocar los huevos en un cernidor que no permita el paso de los
mismos a través de él. Enjuagar la caja Petri de la trampa con el agua
gue salid de la pecera y posteriormente enjuagar los huevos utilizando
una piseta que contenga medio Danieau’s, con la finalidad de eliminar
las impurezas.

Colocar medio Danieau’s en una caja Petri y cuidadosamente pasar
los huevos del cernidor a la caja ayudandonos con mas medio
Danieau’s.

Trasladar la caja al estereomicroscopio para su observacion y
seleccionar los huevos viables, separando de los huevos defectuosos
(desarrollo anormal, coagulados, no viables, corion roto, etc.).

Se contabilizan los huevos viables y no viables para realizar el calculo
de porcentaje de rendimiento.

Terminada la contabilizacién etiquetar y devolver las cajas Petri a la
cabina con la finalidad de mantener la temperatura adecuada para su

posterior desarrollo.

Anexo 7. PNT N°2 “Ensayo de Toxicidad FET (Fish Embryo Toxicity test)”

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO N°2

Tema: “Ensayo de Toxicidad FET (Fish Embryo Toxicity test)”

1. Consideraciones generales para la validez del test

Para

gue sean validos los resultados del test, se deberan aplicar los
siguientes criterios:

Tasa de fertilizacion de todos los huevos recolectados = 70 %.
Temperatura del agua: entre 26 + 1 °C en las camaras de prueba en

todo momento.
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c. Supervivencia global de los embriones en el control negativo = 90 %

hasta el final de las 96 horas de exposicion.

d. La exposicion al control positivo debe dar una mortalidad minima del

30 % al final de las 96 horas de exposicién.

e. La tasa de eclosion en el control negativo sera = 80 % al final de las

96 horas de exposicion.

f. Al final de las 96 horas de exposicién, la concentracion de oxigeno

disuelto en el control negativo y la concentracion de prueba mas alta

debe ser 280 % de la saturacion.

2. Descripcion del FET (Fish Embryo Toxicity Test)
Mediante la técnica indicada en la guia de la OECD 236 (2013) el FET se

inicia lo mas pronto posible después de la fertilizacion de los huevos y finaliza

después de 96 horas de exposicion. Los embriones deben sumergirse en las

soluciones de prueba en la etapa de 1k células (3 horas después de la

fertilizacion). Se seleccionan los huevos fertilizados que experimentan

escision y gue no muestran irregularidades obvias durante la escision.

Para llevar a cabo la técnica del FET segun la OECD se usara placas de 24

pocillos en las que se distribuiran las concentraciones de prueba (1-5), control

negativo (nC), control positivo (pC), control del solvente (sC) y el control

interno de la placa (cl), se debe recalcar que cl no se colocara en la placa

correspondiente al control negativo como se indica en la (Fig. 1).
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Figura 1. Disposicion de placas de 24 pocillos (OECD,2013).
1-5 = Concentraciones de prueba; nC = control negativo (medio embrionario);
iC = control interno de la placa (agua de dilucién); pC = control positivo
(DMSO 5%); sC = control del solvente (DMSO 0.01%)
3. Proceso

a. Al dia 0 seguir el procedimiento de recoleccion y calidad de huevos
del PNT numero 1 y mantenerlos en las condiciones requeridas para
la validez del test (temperatura 26 + 1 °C y medio embrionario).

b. Preparar las soluciones de las concentraciones seleccionadas por
dilucion de una solucion madre, esto se puede llevar a cabo mediante
agitacion o ultrasonicacion, tener en cuenta que si la sustancia es
dificil de disolver en agua se puede usar un solvente que ayude a su
preparacion, pero la concentracion final no debe exceder los 100 pl/L
(0.01%) y ser la misma en todas las soluciones de prueba. De ser
necesario se requerira un control de solvente adicional.

c. Cumplidas las 3 horas post fertilizacion distribuir los huevos
seleccionados en las cajas de 24 pocillos para las pruebas de
toxicidad. Se colocara un huevo por pocillo, seguido de esto poner en
contacto con las soluciones preparadas en el punto anterior, de
acuerdo a lo indicado en la (Fig. 1).

d. En cada pocillo colocar 2 ml de las soluciones de las concentraciones
seleccionadas, controles interno, positivo y negativo. Finalmente

observar en el estereomicroscopio a las 24, 48, 72 y 96 horas.

Nota. - Se realizaran 3 ensayos, teniendo en cuenta la guia de la OECD
y modificaciones de los siguientes autores: (Lammer et al.,, 2009)
(Alafiatayo et al., 2019), (Huang et al., 2018) y (Nguyen et al.,2020).

Esteisy Paulina Peralta Cérdova
Edisson Homero Bravo Barbecho pag. 66



UCUENCA

Tabla 1. Criterios de valoracion

Tiempo de exposicion
Criterios de valoracion de letalidad
24h 48h 72h 96h

Coagulacion . . . .
No desprendimiento de la cola . . .
No formacion de somitas . . .
Ausencia de latido cardiaco . . .
Falta de eclosion .
Muerte . . .

Criterios subletales de valoracion del desarrollo.

Formacién de somitas .

Desarrollo normal de los ojos . . . .
Movimientos espontaneos . . . .
Latido del corazén/circulacion sanguinea . . .
Pigmentacion . . .

Formacion de edemas

Criterios de valoracién de teratogenicidad

Malformacion de cola . . . .
Malformaciones de la columna . . . .
Deformacion de la yema . . . .
Retraso general del crecimiento . . . .
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Anexo 8. Acondicionamiento de peceray parametros semanales.

Anexo 9. Criterios de validez de la OECD.

Parametros % de Registros % % % de eclosion
Fertilizacion de supervivencia mortalidad Control Control
Dia temperatura en control en control negativo de
negativo positivo solventes
=70% 26+1°C =2 90% a las 96 Minima = 80%
horas de mortalidad
exposicion de 30% a
las 96
horas de
exposicion.
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Anexo 10. Resultados de las concentraciones en

Ruta graveolens (Ruda)

[C]
25 12.5 6.25 3.125 1.5625
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (hg/mL)
Horas
| . . . .
48
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Anexo 11. Resultados de controles del ensayo en

Ruta graveolens (Ruda)

Controles Positivo Solvente Negativo
Horas (DMSO 5%) (DMSO 0.01%) (Danieau’s)

24 4

48
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Anexo 12. Resultados de las concentraciones en

Phyllanthus anisolobus (Barbasco)

[C]
12.5 6.25 3.125 1.5625 0.78125
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Horas
| . .
48
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Anexo 13. Resultados de controles del ensayo en

Phyllanthus anisolobus (Barbasco)

Controles Positivo Solvente Negativo

Horas (DMSO 5%) (DMSO 0.01%) (Danieau’s)
24 :

48 I
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Anexo 14. Certificado de caracterizacion de Phyllanthus Anisolobus

® | %
¥

UNIVERSIDAD Herbario
DEL AZUAY Oy

Cuenca, 03 de marzo de 2022

A quien corresponda:

Su despacho.

Por peticién de la parte interesada

Yo, Danilo Minga Ochoa curador del Herbario Azuay de la Universidad del Azuay,
luego de haber revisado el material botnico traido por la sefiorita Esteisy Peralta y el
sefior Edison Bravo.

Certifico

Que las especies botanicas, colectadas y traidas al Herbario Azuay, se clasifican
taxonémicamente de la siguiente manera:

1) Familia: PHYLLANTHACEAE Especie: Phyllanthus anisolobus Miill. Arg.
2} Familia: THYMELAEACEAE  Especie: Daphnopsis macrophylla (Kunth) Gilg

Atentamente,

0
Bi6logo Danilo Minga Ochoa MSc.
Curador Herbario Azuay (HA)
Universidad del Azuay
Av. 24 de mayo 7-77
Cuenca, Ecuador
Tel. 07-4091000 ext. 443

E-mail: dminga@uazuay.edu.ec
http://uazuay.edu.ec/HerbarioAzuay/
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