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RESUMEN

El objetivo principal de la presente investigacion fue determinar la toxicidad aguda oral
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Spinacia oleracea (Espinaca) en Rattus rattus
var. Albinus. El estudio fue experimental. Se desarrollé a través del método para
determinar la toxicidad aguda oral en ratas, por lo que se trabajé con ratas hembras que
fueron divididas en un grupos control y un grupo experimental. Al grupo experimental
se le administro por via nasogastrica, 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Spinacia oleracea y al grupo control se le administr6 agua destilada
isovolumetricamente y se mantuvo en seguimiento constante las 4 primeras horas para
la evaluacién de la reaccidon y se mantuvieron en observacion durante 14 dias. Los
resultados demuestran una disminucion de 25.63 g en el peso promedio el grupo
experimental, mientras que el grupo control disminuyé 14.85 g. En los analisis
bioquimicos se obtuvieron valores promedio de triglicéridos elevado (286.67 mg/dL),
glucosa y colesterol normales, proteinas totales 5.02 g/L y albumina con un resultado de
2.51 g/L, en general, los valores obtenidos en los parametros bioquimicos en sangre no
mostraron alteraciones significativas asociado a la administracion y se encuentran
dentro de los pardmetros normales. Por lo que se concluyd que las hojas de Spinacia
oleracea (Espinaca), no tiene toxicidad aguda oral a dosis unica de 2000 mg/kg en

Rattus rattus var. Albinus.

Palabras clave: Spinacia oleracea, Toxicidad aguda oral, extracto hidroalcohdlico.
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ABSTRACT

The main objective of the present investigation was to determine the acute oral toxicity
of the hydroalcoholic extract of the leaves of Spinacia oleracea (Spinach) in Rattus
rattus var. Albinus. The study was experimental. It was developed through the method
to determine the acute oral toxicity in rats, for which we worked with female rats that
were divided into a control group and an experimental group. The experimental group was
administered by nasogastric route, 2000 mg/kg of the hydroalcoholic extract of the leaves
of Spinacia oleracea and the control group was administered isovolumetrically distilled
water and was kept in constant follow-up the first 4 hours for the evaluation of the reaction
and they were kept under observation for 14 days. The results show a decrease of 25.63
g in the average weight of the experimental group, while the control group decreased
14.85 g. In the biochemical analyses, average values of high triglycerides (286.67 mg/dL),
normal glucose and cholesterol, total proteins 5.02 g/L and albumin with a result of
2.51 g/L were obtained, in general, the values obtained in the biochemical parameters in
blood did not show significant alterations associated with the administration and are
within normal parameters. Therefore, it was concluded that the leaves of Spinacia
oleracea (Spinach) do not have acute oral toxicity at a single dose of 2000 mg/kg in Rattus

rattus var. Albinus.

Keywords: Spinacia oleracea, Acute oral toxicity, hydroalcoholic extract.
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I. INTRODUCCION

La toxicidad es estudiada como parte importante en el desarrollo y proceso de un nuevo
farmaco, sustancias quimicas y plantas medicinales, evaluando el potencial de riesgo y

peligro que un agente fisico o quimico puede causar en la salud humana.®

Mediante esta realidad se estudia diversas especies vegetales teniendo control de las
propiedades toxicologicas que tenga la especie para poder evitar diversos efectos

adversos, como también, conocer y estudiar las propiedades beneficiosas que

contenga.®®

Las plantas medicinales han sido de suma importancia para el hombre desde hace miles
de afios, han sido utilizadas en la prevencion y tratamiento de distintas enfermedades a
lo largo del tiempo y por distintas épocas y culturas, ya que cumplen funciones
indispensables para nuestro planeta y la vida sobre la tierra. Las plantas aseguran la
produccién y renovacion de oxigeno necesario para la vida y son indispensables para la
alimentacion de los seres vivos; y a su vez, contienen principios medicinales, por ello se
ha intensificado los estudios cientificos sobre las plantas, cuyos resultados avalan sus

propiedades medicinales. ©

A nivel mundial el 80% de la poblacién para la atencion primaria de salud recurre u

opta por la medicina tradicional o herbolaria.®

La planta Spinacia oleracea (Espinaca) pertenece a la familia de Amaranthaceae, es
cultivada como verdura debido a sus hojas comestibles, que son grandes y de color
verde oscuro. Tienen un gran aporte de vitaminas y minerales tales como Vitamina A,

C, D, B6, B12 y minerales tales como Hierro, Calcio, Magnesio, Fosforo, Sodio y
1



Potasio. De igual manera se le atribuyen otras propiedades como Acido fdlico,

Betacaroteno, Proteinas, Nitratos, Hidratos de carbono y Fibra.

Se realizaron diversos estudios referentes a las espinacas, revelando su alto contenido de
nitratos, provenientes de la fertilizacion con compuestos inorganicos que provocan que

se acumulen en el vegetal.®

Las hierbas y especies vegetales han ayudado en el tratamiento de enfermedades por
cientos de afios en todo el mundo y a lo largo de la historia se ha ido incrementando los

estudios botanicos, herbolarios, terapéuticos y medicinales como uso de medicina

alternativa y natural.©

En paises en desarrollo por medio de un estudio, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) planted como estrategia seguir evaluando sobre medicina tradicional a las plantas
con funcion terapéutica ya que desde el afio 2002 se obtuvo un incremento en el uso de
medicina tradicional principalmente en tratamiento en hospitales donde se observd
una notable mejoria de alivio en los pacientes, disminuyendo la complicacion de las
reacciones adversas que causa algunos farmacos, igualmente en el gran

incremento en el consumo de medicamentos naturales.”

En el Pert se consume mucho la espinaca porque se le atribuye su gran valor nutritivo
debido a su elevado contenido en agua y rico en vitaminas y minerales. Ya que
contiene: Pratidos, lipidos, calcio, fosforo, hierro, glucidos, vitamina A, vitamina B1,

vitamina B2, vitamina C, y alto valor energético.

Existen diversas plantas con contenido tdxico ya que presenta un principio toxico que al

ser ingerida puede causar dafio en el organismo o en casos mas graves, la muerte; por



ello también se le denomina o nombra como “veneno”, ya que afecta el funcionamiento
normal del organismo una vez sido ingerido, causando dafios severos o incluso hasta la
muerte. El efecto tdxico de las plantas se puede deber tanto a su composicion toxica, tales
como: Taninos, nitratos, alcaloides, nitritos, acido cianhidrico (HCN), saponinas,
glucésidos, oxalatos siendo los mas conocidos que conforman su grado de toxicidad;
debiéndose a factores internos; como por ejemplo, la parte que se utilizara de la planta,
la etapa fisioldgica y la concentracion de su principio téxico; como también factores
externos que influyen en la planta, tales como, el suelo, el clima, agentes infectantes del

medio ambiente o quimicos, etc.®

Segun diferentes estudios, se ha demostrado toxicidad dependiendo de la variedad de la

espinaca y de la maduracién de las hojas como consumo crudo.

En base a lo antes escrito se propone la pregunta de investigacion ¢Tendra toxicidad
aguda oral el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracea (Espinaca) en

Rattus rattus var. Albinus?

Obijetivo general

Determinar toxicidad aguda oral del extracto hidroalcoholico de las hojas de Spinacia

oleracea (Espinaca) en Rattus rattus var. Albinus.

Obijetivos especificos

a) Determinar el peso promedio de Rattus rattus Var. albinus antes y despuées de 14
dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcoholico de

Spinacia oleracea.



b) Observar las manifestaciones clinicas en Rattus rattus Var. albinus después de la
administracion de dosis Unica de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Spinacia oleracea.

c) Analizar pardmetros bioquimicos en sangre de Rattus rattus Var. albinus después
de 14 dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto

hidroalcohdlico de Spinacia oleracea.

Il.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Lagarto A. et al. Realizaron estudios de toxicidad aguda oral y ensayos de irritacion de
extractos acuosos e hidroalcohdlico de Momordica charantia L. con la finalidad de
caracterizar su potencial toxicoldgico agudo. Fue realizado en ratas Wistar hembras
mediante el método de las clases toxicas agudas, con la dosis maxima de 2000 mg/kg de
extracto hidroalcoholico de Momordica charantia L. En su resultado mostrd signos
toxicos por causa de la presencia de etanol en el extracto y una ligera disminucién del
peso corporal que no fue significativa, por lo que determinaron que los extractos no

producen toxicidad aguda por via oral y topica. ©

Duefias et al, en su trabajo de experimentacién tuvieron como objetivo evaluar la
toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de la planta Chuquiraga jussieui |,

empleando 20 ratas divididos en dos subgrupos de 5 ratas hembras y 5 machos para,
4



aplicaron el método de dosis Unica de 2000 mg/kg via oral, como resultado no se hubo
ganancia de peso y no hubo lesiones anatomopatoldgicas macroscopicas ni signos de
toxicidad durante los 14 dias post administracion, por lo que concluyeron que el
extracto hidroalcohdlico concentrado de la planta Chuquiraga jussieui se catalogé como
no clasificado segun la metodologia de la OMS y como Categoria 5 por la GHS, OECD,

considerandose no toxica via oral.®

Mena Y, et al. En su investigacion tuvieron como objetivo evaluar la actividad
gastroprotectora y la toxicidad aguda de las hojas de Cnidoscolus chayamansa. Utilizaron
como método para la actividad gastroprotectora con extracto etanolito a dosis de
100, 200 y 400 mg/kg, y la toxicidad aguda a dosis Gnica de 2000 mg/kg en ratas. En sus
resultados de la actividad gastroprotectora fueron de un porcentaje de inhibicion del
grado de ulceracion de 21 % en dosis de 100 mg/kg, 99 y 100 % en dosis de 200 y 400
mg/kg, respectivamente. En los resultados de toxicidad se evidencié un aumento de
peso promedio de 167.7 g en el grupo experimental, en el analisis macroscopico de los
organos no se observé afectacion en ninguno de ellos. Por lo que

concluyeron que si tiene actividad gastroprotectora y es inocua por via oral. (10)

Victoria M. et al, tuvieron como objetivo validar la actividad antiinflamatoria y
toxicidad aguda de los extractos acuoso e hidroalcoholico de las hojas de Annona
squamosa L. Realizaron un estudio de toxicidad aguda con dosis maxima de 2000
mg/kg via oral en ratas hembras y machos. No se evidencio signos clinicos, ni dafios
macroscopicos en el estudio, por lo que es determinaron los extractos no producen

toxicidad aguda oral. ¥



Guaycha N. et al, realizaron estudios farmacognosticos y toxicoldgicos preliminares
del tallo, raiz y hojas de Moringa oleifera Lam. en extractos hidroalcoholicos al
30%, 50% y 70%, con dosis maxima de 2000 mg/kg por via oral en ratas wistar,
realizaron ensayos hematologicos y bioquimicos de aminotransferasa de aspartato
(AST), aminotransferasa de alanina (ALT), Urea y creatinina y macroscopicos a los
Organos, cuyos resultados hematologicos y bioquimicos estuvieron dentro de los
parametros normales y hubo un incremento de peso de 20 g en el grupo experimental y
en los analisis macroscopicos no evidenciaron dafio en ningun érgano, por lo cual
concluyeron que el extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam., no produjo

mortalidad ni indicadores de toxicidad. ‘?



2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

Toxicologia y estudios toxicoldgicos

La toxicologia estudia la identificacion y cuantificacion de efectos secundarios o
reacciones adversas dadas por la exposicion a sustancias quimicas o agentes fisicos,
cuyo estudio e informacidn es un gran aporte para la medicina y epidemiologia, para
poder analizar la etiologia de diferentes enfermedades; en otros casos se puede
complementar con toxicologia que generaliza el estudio de los mecanismo de accion de
los agentes toxicos a partir de pruebas y asi interpretar y determinar el o los agentes

toxicos.t®

El objetivo principal del organismo es dar conocer ciertas sustancias quimicas que pueden
causar algun efecto desfavorable, analizar y detectar los niveles que poseen sustancias, y
gue compuestos son seguros y aquellos agentes que pueden ser toxicos para la
humanidad. Estas pruebas toxicoldgicas generalmente, investiga las condiciones que se
da para que las células bioldgicas del organismo se vean afectadas por la

actividad toxica de una determinada estructura quimica o agente quimico.(”)

Toxicidad
Se dice toxicidad al indice terapéutico de los efectos secundarios ya sean mas intensos o
menos intensos o graves en algunos casos por lo que la toxicidad viene a ser una parte

del estudio del indice terapéutico tdxico, que se puede evidenciar por la presencia de

signos toxicos y mortalidad, mostrando datos fisiolégicos irreversibles o reversible.



Tipos de toxicidad

Los tipos de toxicidades se clasifican dependiendo del érgano o tejido en riesgo que puede
ser 0 ha sido afectado, como, por ejemplo, en el caso de la zona de cabeza y cuello, se
puede dar el efecto toxico o efecto secundario tanto en la piel y el tejido celular
subcutaneo, como también se puede evidenciar en las glandulas salivales, las mucosas, la
laringe, el ojo y oido, la toroides, las articulaciones mandibulares, los tejidos blandos
y la médula cervical. Dado como ejemplo el area anatomica de cabeza y cuello se pueden
dar diversos cuadros clinicos como xerostomia que es la que predispone la generacion
de mucositos, disminuyendo la actividad antimicrobiana de las

mucosas salivales. ®©

Clasificacion

Historicamente la toxicidad derivada del tratamiento radioterapico se ha separado en
dos grandes grupos: agudos y cronicos. En la actualidad la tendencia es a evitar esta
diferenciacion tan artificiosa y considerar la toxicidad como un espectro continuo,

aunque a efectos de clasificacion es necesario delimitar alguna frontera. Asi la

definicion clasica de efectos agudos y crénicos es la siguiente; ®

a) Toxicidad aguda

Es la capacidad de una sustancia 0 mezcla para producir diferentes tipos de efectos
adversos, signos, sintomas y efectos toxicos a corto plazo (usualmente 24 horas, pero se

admite hasta 14 dias maximo) después de la administracion de una dosis Unica, (una

exposicién dada) o tras dosis o exposiciones multiples en 24 horas.* Dosis Letal 50



dosis, Estas son calculadas estadisticamente, de un agente fisico o quimico (radiacion)
que se espera que provoque la muerte aproximadamente 50 a 100 de los organismos de

una poblacién bajo un conjunto de 14 condiciones establecidas. *”

b) Toxicidad cronica

Cronicos o tardios: Definiéndose como la determinacion de causar dafio a largo plazo,
con efectos que tienen un periodo de latencia, manifestandose después de un largo tiempo
con efectos cronicos toxicos que resultan de una toxicidad leve o repetidas exposiciones

alo largo de un periodo. Los efectos crénicos pueden ser mutagénicos, neurologicos, dafio

a sistema reproductor o cancerigenos. %

Escala de toxicidad

La escala de toxicidad de estudia de acuerdo a los niveles de items y clasificacion de la
severidad que son en signos G°, como: G°0 es la ausencia de alguna sustancia toxica,
G°1 es un grado leve de toxicidad, G°2 es grado moderado, G°3 grado indeseable y severa

de toxicidad, G°4 toxicidad con riesgo de vida de forma importante, G°5 muerte causado

por toxicidad. *©

Dosis toxica:

El dafio permanente hacia el organismo se debe a la cantidad de droga que se
administra, el grado de toxicidad se relaciona con la relacién de la naturaleza y puede

presentar en forma aguda, semi aguda o cronica. Este de evaluar utilizando animales de

mayor complejidad como ratones o ratas. ¢



TAXONOMIA:

Nombre cientifico: Spinacia oleracea
Nombre comun: Espinaca
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Spinacia

Especie: Oleracea L.

FAMILIA AMARANTHACEAE

La familia que es perteneciente a la orden Caryophyllales, abarca un alrededor de 160
géneros y 2,400 especies. Su mayoria son hierbas o sub arbustos con unos cuantos arboles
y trepadoras. La Amaranthaceae es una familia grandemente extendida y su habitat se
encuentra localizado en regiones tropicales y subtropicales. La mayor parte de las especies
se dan en Africa tropical y Norte América, pero algunas de sus especies de la familia
Amaranthaceae son oriundas de las regiones templadas. La familia Amaranthaceae era
una familia que estaba separada de la Chenopodiaceae por las caracteristicas que
presentaban como los tépalos, bracteas suculentas y los estambres libres entre si. Sin

embargo, los estudios filogenéticos de caracteres moleculares
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fundamentan la union de ambos bajo Amaranthaceae. Numerosos géneros exoticos son

utilizados como plantas ornamentales, otras especies del mismo genero son utilizadas

como forrajeras y como plantas medicinales. ®

GENERO SPINACIA

La espinaca alrededor del afio 1000 DC. C. se introdujo en Europa desde la region
asiatica, pero en el siglo XVIII comenz6 a extenderse por toda Europa,
principalmente en los Gran Bretafia, Paises Bajos y Francia para su cultivo y desarrollo.

Luego se fue distribuyendo hacia otros paises incluyendo Estados Unidos y

Latinoamérica. Y

El término espinaca, segun el diccionario etimoldgico, esta relacionado con la palabra
latina (astilla, espina). La planta no tiene espinas, pero su nombre es original de
Persia. En sus origenes se llamé aspanachy, luego cambié a arabe, se llama isfina, y

luego se hizo conocida en latin como Spinacia. @V

MORFOLOGIA:
El tallo mide de 30 cm a 1cm de longitud en él se encuentra sus flores. Las hojas son de

color verde oscuro con un aspecto concavo cuyo tamarfio es variable dependiendo de la

madures, son mas o0 menos alternas y pecioladas en su forma y consistencia variable. 22)

11



VARIEDADES.

La clasificacion de las espinacas se da por distintos criterios como por ejemplo la época
de siembra, aspecto del cogollo, forma de las hojas y del tallo. Las variedades comerciales
cultivadas pertenecen a semilla espinosa de la espinaca, donde sus hojas triangulares
tienen un limbo que tiene dimensiones algo reducidas y una superficie lisa

con periodo largo.®?

TEMPERATURA Y HABITAD:
Esta especie se cultiva y desarrolla en un ambiente frio, con temperatura minima de

crecimiento es de aproximadamente 5°C, aunque esta especie puede soportar temperaturas

por debajo de los 0°C. @

VALOR NUTRITIVO
La espinaca tiene gran valor debido a su elevado contenido en agua y rico en vitaminas

y minerales. Ya que contiene: Protidos, lipidos, calcio, fosforo, hierro, gllcidos,

vitamina A, vitamina B1 y B2, vitamina C, valor energético. @)

USOS TERAPEUTICOS:

La espinaca tiene diversos usos en la medicina tradicional o complementaria, en los
gue se le destaca su efecto antioxidante, su efecto antiinflamatorio, antibacteriano,
antiproliferativo, anticancerigeno. Cuyos efectos se le atribuye debido a su

mecanismo de accion de los compuestos bioactivos presentes en la planta medicinal,

12



dentro de su valor nutritivo y la composicion fitoquimica de la planta de espinaca la

convierten en una excelente matriz en la medicina tradicional y un conservante

natural.®®

VALORES FISIOLOGICOS DE LOS ROEDORES DE EXPERIMENTACION

Estas medidas se logran a traves de informacion obtenida por medio de la palpacion o
la observacion de los animales. Son parametros sujetos a variaciones multifactoriales
que reflejan mecanismos homeostaticos, que se utilizan como punto de referencia
para diagnosticar el grado de normalidad o anormalidad de un organismo, ya que sufren
variaciones acordes a las diferentes etapas de la vida y las condiciones fisico-

ambientales con las que el organismo se encuentra en contacto.®

Periodo de observacion: El tiempo de observaciones es de minimo 14 dias, tiempo
necesario para determinar reacciones toxicas, desde que inician los signos hasta que

desaparezcan o se registre alguna muerte.

Examenes clinicos: En el anélisis clinicos se realiza observaciones de  dafio en
membranas mucosas, en el pelaje, sistema respiratorio, auténomo y actividad

somatomotora y se realiza la necropsia a los animales muertos.

Signos clinicos: Se analiza el comportamiento, temblores, convulsiones, salivacion,

diarrea, suefio, sedacion, el tiempo de muerte, el peso en los dias 1,7 y 14.%

. HIPOTESIS:

Ha: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracia (Espinaca), si tiene
toxicidad aguda oral en Rattus rattus var. Albinus.
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Ho: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracia (Espinaca), no tiene

toxicidad aguda oral en Rattus rattus var. Albinus.

IV. METODOLOGIA

4.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo de tipo aplicativo

con disefio experimental.

4.1.1. Obtencion de la droga vegetal

Las hojas de Spinacia Oleracea (Espinaca) fueron recolectadas En el distrito de Santa,
provincia del Santa, departamento de Ancash a (6 m.s.n.m.). Estas fueron secadas en

estufa a 45°C durante 4 horas posteriormente pulverizadas y almacenadas.

4.1.2. Obtencioén del extracto hidroalcohélico:

Hidroalcohdlico:

Para la preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracea
(Espinaca) , se recolectd y sec6 5 kilos de hojas de espinaca a 45°C , luego se pulverizo,
se obtuvo 100.3 g del material vegetal y se macer6 en 850 mL de alcohol al 80% a
temperatura ambiente. Se filtro y evaporoé el solvente para obtener el extracto. El ensayo

se realiz6 en la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote (ULADECH).
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4.1.3. Determinacion de solidos totales

Método de Gravimétrica:

Se pesé una capsula de porcelana vacia, se vierte 1 mL de extracto previamente tarado,
Ilevando a la cocina a 40°C para ser evaporada hasta que el residuo esté aparentemente
seco, retirar de la cocina, volver a pesar la capsula de porcelana mas muestra de

extracto, llegando a determinar que por cada 1 mL de extracto fluido contiene 0.10 g de

extracto seco.®®

4.1.4. Determinacion de la toxicidad aguda oral:

Se trabajo con ratas hembras var. Albinus (200 £ 20 g), tratandose con el extracto

hidroalcohdlico de hojas de Spinacia oleracea (Espinaca).

Utilizando el método de Clases Toxicas Agudas, administrando el extracto
hidroalcohodlico de las hojas de espinaca por via oral, calculada en base al analisis de

solidos totales del extracto.

Se administro por via oral la dosis maxima de 2000 mg por kilogramo de peso corporal

del animal de experimentacion.

Se empled 8 ratas  los cuales se les retird la alimentacion 12 horas antes de la
administracion del extracto, que se clasificaron por grupos en el que al primer grupo
(grupo control) se le administro agua destilada isovolumetricamente y al segundo grupo
(experimental) se le administro la dosis maxima de 2000 mg/kg de peso por via oral que
se administré con una sonda nasogastrica. A los animales se les realiz6 un seguimiento

constante por las 4 primeras horas para la evaluacion de reaccion continuando durante
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los 14 dias siguientes; registrando en las primeras 24 horas las muertes dadas segun

protocolo, registrandose cualquier signo clinico que se observe durante 14 dias de la

administracion del extracto.*?

Las observaciones clinicas a los animales incluyeron el comportamiento y el estado fisico
general; de las mucosas nasales y oculares en busca de secreciones y de la piel y pelaje,
de igual manera se les observd su frecuencia respiratoria, sistema nervioso central
y auténomo, en busca de cambios. Se realiz6, ademas, la palpacién del abdomen, se
evalu6 la actividad somato motora y se prestd especial atencion a la posible
ocurrencia de signos como temblores, convulsiones, diarrea, letargo, salivacion, suefio y

coma.?”

Se realizaron determinaciones bioquimicas sanguineas, al finalizar el tiempo de
experimentacion. La obtencion de sangre se realiz6 por puncion cardiaca, previo ayuno de
12 h de los animales. Se determino glucosa, colesterol total, triglicéridos, proteinas totales

y albtimina. ¢
Concluido el ensayo, se sacrificaron a los animales con una sobredosis de Tiopental.

Se realizo6 necrosis de todos los animales experimentados para los respectivos examenes

macroscopicos del higado de Rattus rattus var. Albinus ¢

4.2. POBLACION Y MUESTRA
4.2.1. Material botanico

Se obtuvieron 5 kilos de hojas de Spinacia oleracea (Espinaca), lo cual fue recolectado

en el distrito de Santa, provincia del Santa, departamento de Ancash a (6 m.s.n.m.).
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Luego se llevé al Herbarium truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT),

para su identificacion, posteriormente su verificacion taxondémica.

4.2.2. Material bioldgico

Se emplearon 8 ratas albinas hembras de 2 meses de edad, con un peso promedio de

(200 £ 20 gramos), que fueron adquiridas en el bioterio de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia - Lima.

4.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable

Definicion conceptual

Definicién operacional

Indicador

Dependiente:

-Toxicidad
aguda oral del
extracto de hojas

La toxicidad aguda oral
es la capacidad de una
sustancia 0 mezcla para
producir diferentes
tipos de efectos

Medicion peso y talla

Analisis de laboratorio
Evaluacion de signos
clinicos.

Evaluacion
macroscopica de

- Peso (g)

- Glucosa (g/dl)

- Triglicéridos
(mg/dl)

- Proteinas totales
(/L)

- Albumina (mg/dl)

- Colesterol (mg/dl)

de Spinacia adversos en corto plazo brganos y tejidos. - Pilosreccion
oleracea (usualmente 24 horas) (presenta / no
(Espinaca) después de la presenta)
administracion de una
dosis Unica.
Independiente:
Concentracion
del extracto El extracto
hidroalcohélico hidroalcohdlico actia Efecto toxico agudo - 2000 mg/kg de peso

de las hojas de
Spinacia
oleracea
(Espinaca).

como disolvente para la
disolucidn de principios
activos de una planta.

4.4. TECNICA E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
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Se utilizé la medicion y observacion de manera directa, registro y otras caracteristicas
fisicas, macroscopicas que se observen en la evaluacion de la toxicidad aguda oral del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Spinacia oleracea (Espinaca). Los datos

obtenidos ser registraron en tablas elaboradas en una hoja de calculo.

4.5. PLAN DE ANALISIS

El andlisis de los datos se presentd a través de tablas elaboradas en una hoja de calculo
de Microsoft Excel 2016 que indican la distribucion de frecuencias y porcentajes

considerando promedio aritmético para evaluar el efecto toxico.
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TIPO Y DISENO

TITULO DE LA FORMULACION POBLACION
INVESTIGACION DEL PROBLEMA OBJETIVOS PE Y MUESTRA
HIPOTESIS VARIABLE INVESTIGACION
Objetivo general. Hipotesis
alternativa:
, . Determinar toxicidad aguda oral Dependiente i
Tendra ' o5 P Hojas de
TOXICIDAD _°_ del extracto hidroalcohélico de las| El extracto ) ) S ijnacia
toxicidad aguda | hojas de  Spinacia  oleracea | hidroalcohdlico | Toxicidad Estudio de tipo 'IO
5 ‘ L r
AGUDAORAL | (ool oviracto | (ESPiNaca) en Rattus rattus Var.| de las hojas de |aguda oral del aplicativo con oleracea
Albinus. L disefio (Espinaca)
DEL hidroalcohélico Spinacia extracto i ental
. - ; ; T experimental.
EXTRACTO DE . ObjethOS espec|f|cos oleracia hidroalcohdlico p
de las hojas de ) Determi | dio d (Espinaca), si | de hojas de
LAS HOJAS DE L a) Determinar el peso promedio de| .. - .
o Spinacia Rattus rattus Var. Albinus antes y tiene toxicidad Spinacia Muestra
Spinacia oleracea oleracea despues de 14 dias de la aguda oral en oleracea vegetal:
ini i is ni ia | Rattus rattus | (Espinaca)
(ESPINACA) EN . administracion de dosis Unica por via _ )
(Espinaca)en | ;a1 del extracto hidroalcoholico de | var. Albinus, Se empleo
Rattus rattus var. Rattus rattus Spinacia oleracea. | aproximadame
. ] Hipétesis nula: nte 5 kilos de
Albinus var. Albinus? b) Observar las manifestaciones Independiente hojas
clinicas en Rattus rattus Var.| El extracto
Albinus después de la| hidroalcohélico Extracto
gg[)n(;niswad% de féofis ﬂ“iﬁa o:e de las hojas de |hidroalcohélico
mg/ikg el extraclo | ghinacia de las hojas de
hidroalcohélico de las hojas de P . . J.
Spinacia oleracea. oleracia Spinacia
(Espinaca), no oleracea
¢) Analizar parametros bioquimicos | tiene toxicidad | (Espinaca).

en sangre de Rattus rattus Var.
Albinus después de 14 dias de la
administracion de dosis Unica por

via oral del extracto
hidroalcohdlico de Spinacia
oleracea.

aguda oral en
Rattus rattus
var. Albinus.
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS

En el estudio se valord ante todo los principios éticos alineado al codigo de ética y su
reglamento version 004 del 2021 — Universidad Catolica los Angeles de Chimbote. Se
promueve la memoria del uso ancestral de plantas en la actualidad reconocimiento para
preservar la cultura del pais, registrando asi con el estudio, los datos relevantes,
fortaleciendo desde lo cientifico las propiedades terapéuticas, causando impacto como
fuente de nuevos medicamentos y otros beneficios para la humanidad. La finalidad es
contribuir con la proteccion de la biodiversidad, puesto que es un bien comun. El
manejo de animales de experimentacion se realizd con el debido cuidado y respeto del
bienestar acorde a los objetivos de la investigacion, evitando por ende un sufrimiento

innecesario.

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, que promueve la
recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales, para
preservar su legado cultural y registrar informacion relevante y demostrar
cientificamente sus efectos terapéuticos que serviran como nuevas fuentes de

medicamentos y otros beneficios para la humanidad. 31)
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1 Peso promedio de Rattus rattus Var. Albinus antes y después de 14 dias de la

administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcohélico de Spinacia

oleracea.
DIA 1 DIA 7 DIA 14 A
GRUPO 1 - 14 dia
EXPERIMENTAL 227.28¢g 205.47g 201.65¢9 25.63g
CONTROL 238.65 g 233.37¢ 223.8 ¢ 14.85¢

onde eso promedio ¢
Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2 Manifestaciones clinicas en Rattus rattus var. Albinus después de la administracion de dosis Unica de 2000 mg/kg del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracea.

Organos
Grupo control negativo Grupo experimental
y sistemas
2000 mg/kg
N° de Ratas 1 2 3 4 1 2 3 4
Auténomo NSP NSP NSP NSP Somnolencia Somnolencia  Somnolencia  Somnolencia
Comportamiento NSP NSP NSP NSP NSP Sedacion leve NSP Sedacion leve
Sensorial NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP
Frecuencia cardiaca 152 194 200 164 70 lpm 68 Ipm 80 Ipm 92 Ipm
Ipm Ipm Ipm Ipm
Frecuencia .98 100/ 96/ 100/min 100/min 69/min 86/min
respiratoria 84/ min min min min
Ocular NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP
Gastrointestinal NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP
Cutaneo _ 3 Piloereccion
NSP NSP NSP NSP  Piloereccion leve NSP NSP leve
Leyenda:

NSP = No se presentd

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 3 Parametros bioquimicos en sangre de Rattus rattus var. Albinus después de 14
dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcohélico de

Spinacia oleracea.

GLUCOSA  COLESTEROL TG PROTEINAS ALBUMINA

TOTALES
Grupo 97.95 mg/dL 60.4 mg/dL 216.25 573 g/L 2.99 g/L
control mg/dL
(Blanco)
Grupo 91.3 mg/dL 31.77 mg/dL 286.67 5.02 g/L 2.51g/L
experimental mg/dL
(2000mg/Kg)
Leyenda:

TG: Triglicéridos
Fuente: Datos propios de la investigacion.
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El andlisis de toxicidad aguda oral de las hojas de Spinacia oleracea se desarrollé a
partir de la determinacion de toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Spinacia oleracea (Espinaca) en Rattus rattus var. Albinus. La planta Spinacia
oleracea pertenece a la familia de Amaranthaceae, es cultivada como verdura debido a
sus hojas comestibles, grandes y de color verde oscuro. Tienen elevado contenido en

agua y fitoquimicos como polifenoles, flavonoides, carotenoides y acido ascorbico.®

En el anélisis de toxicidad aguda por via oral en Rattus rattus var. Albinus, se realiz el
control del peso de los animales de experimentacion, como se muestra en la TABLA 1
en el que, desde el primer dia de estudio, seguido el séptimo dia de estudio y
culminando el pesaje del dia catorce y ultimo del analisis en el que cuyo resultado
mostraron una reduccion en los pesos corporales de los animales del grupo experimental
que en promedio es una disminucion de peso de 25. 63g. Segun Cossio et al 32 en su
estudio explica que la razon de algunas pérdidas de peso en los animales de
investigacion se debe, a que estos estan expuestos a diferentes procedimientos durante
el desarrollo de la investigacion, el peso corporal normal de Rattus rattus es de 276.5 +
111.70 gr, de acuerdo a los dias de crecimiento final. Por lo que podemos concluir que
el resultado del presente estudio, en cuanto a la disminucion del peso de los animales de
experimentacién, no parece ser atribuida a la planta de ensayo, ya que no se reflejé
diferencias en el consumo de agua y alimentos entre los grupos y no se considera una
diferencia significativa debido a que estd dentro de los parametros normales. En
comparacién con Victoria M. @ en su estudio analizé la toxicidad aguda con extracto

hidroalcohdlico a diferentes concentraciones de etanol (30%, 50%, 70%), en la cual
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tuvo como resultado una disminucion del peso promedio en 30% de 16.5 g, en 50% de
13.07 g y al 70% 22.36 g. por lo que concluyo que no son datos significativos que se

asocien a un efecto toxico del extracto.

Asi mismo en la TABLA 2 se observo la comparacion de las manifestaciones clinicas —
toxicos en las ratas del grupo control con las del grupo experimental después de la
administracion de dosis Unica de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Spinacia oleracea (Espinaca), cuyo resultado evidencié somnolencia en todas las
ratas del grupo experimental, sedacién leve de aproximadamente 20 minutos en la rata 2
y 4 del grupo experimental, luego regresaron a la normalidad, de igual forma se pudo
observar piloereccion leve en las ratas 1 y 4 del grupo experimental; también se
evidencio una disminucion de la frecuencia cardiaca en la rata 2 la cual obtuvo un
resultado de 68 I/min, también hubo una disminucion de la frecuencia respiratoria en la
rata 3 del grupo experimental debido al estado de somnolencia que presento; a nivel
sensorial, gastrointestinal, ocular no presentaron signos asociados a toxicidad (NSP),
por lo que se considera una vez mas, que dicha planta no muestra como resultado signos

toxicos.

Sanchez J.®¥ en su estudio analiz6 los valores fisiolégicos de roedores de
experimentacién en los que detalla los valores normales en cuanto a frecuencia
respiratoria, cuyo rango normal para ratas es 66 — 114 r/min y frecuencia cardiaca el
rango normal es de 250-600 I/min. Estos datos son relevantes por deberse al mismo

espécimen de experimentacion y comparable segun sus valores o estandares normales.

En los parametros bioquimicos sanguineos como se observa en la TABLA 3 son de

gran valor en los ensayos toxicoldgicos, ya que son indicativos del alcance y
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profundidad de un dafio. Ademas, los resultados alcanzados pueden ser correlacionados
con los posibles dafios sobre un drgano especifico. La obtencion de sangre se realizo por

puncién cardiaca, previo ayuno de 12 horas de los animales.

Se determino glucosa, colesterol, triglicéridos, proteinas totales y albumina. En los cuales
se obtuvo como resultado promedio de glucosa de las ratas del grupo experimental
de 91.3 mg/dL; en cuanto al valor promedio de colesterol el resultado fue de 31.77 mg/dL,
el resultado de Triglicéridos en el grupo experimental fue de 286.67 mg/dL, el resultado
promedio de proteinas totales fue de 5.02 g/L y de albumina el resultado fue de 2.51 g/L.
En los resultados bioquimicos los valores del grupo experimental en comparacién con el
grupo control se muestra una pequefia diferencia en el examen de triglicéridos en donde
los valores del grupo control fueron de 216.25 mg/dL y del grupo experimental el
resultado fue de 286.67 mg/dL, lo cual se encuentra

por encima de los valores normales establecidos en la investigacion de Mancebo A9
en cuanto a las pruebas de glucosa y colesterol, se encuentran dentro del rango normal
establecido, en cambio con las pruebas de proteinas totales con un resultado de 5.02 g/L
(Grupo experimental) y albumina con un resultado de 2.51 g/L (Grupo experimental),
ambos analisis se encuentran por debajo del rango normal establecido, lo cual se le
puede asociar a posibles alteraciones renales leves y hepaticas leves asociados a la
alimentacion y consumo de agua diaria de los animales de experimentacion. De manera
general, los valores obtenidos en los indicadores bioquimicos no mostraron alteraciones
significativas asociado a la administracion y se encuentran dentro del rango establecido

por el grupo control.
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En relacion con los resultados obtenidos por Duefias @ en el cual muestra que, el
método de dosis Unica de 2000mg/kg, de la OCDE, en la cual utilizado también en el
presente ensayo, se podria clasificar las sustancias de manera similar a otros métodos de
prueba de toxicidad, sin embargo, este método de clasificacion de toxicidad aguda se basa
en evaluaciones biométricas con dosis fijas para que la sustancia se clasifique para fines
de evaluacion de peligro. Teniendo en cuenta los resultados logrados al administrar,
por via oral, el extracto hidroalcoholico a dosis Unica en el estudio de Duefias y en
comparacion a este, al no observarse signos evidentes de toxicidad en los animales de
experimentacion, segun las normativas de la Comunidad Europea para la

clasificacion de la toxicidad aguda oral es considerada no téxico.
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VI.

CONCLUSION

Se logré evaluar el peso promedio en Rattus rattus var. Albinus después de los 14
dias de administracion, tuvo una disminucién de 25.63 g demostrando estar dentro
de los parametros normales.

Se observaron las manifestaciones clinicas después de la administracién de dosis
unica de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracea
en la cual no presentd signos asociados a toxicidad.

En los parametros bioquimicos en muestra sanguinea, después de los 14 dias de
evaluacién, los resultados no mostraron alteraciones asociadas a algin proceso de
toxicidad y se encontraron dentro del rango normal, por lo se concluye que no es

una planta téxica via oral.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

Mediante la evaluacién de la toxicidad aguda oral de las hojas de Spinacia oleracea
(Espinaca), la cual evidencié no ser toxica, pero al igual que todas las plantas
medicinales, es recomendable la ingesta responsable.

Se recomienda realizar estudios fitoquimicos y toxicoldgicos a diferentes partes de
la planta de diferentes especies vegetales perteneciente a la familia de la planta

estudiada.
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ANEXOS



ANEXO 1

Recoleccidn, seleccion, lavado, secado y pulverizacion de las hojas de Spinacia
oleracea (Espinaca)
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ANEXO 2

Obtencion del extracto hidroalcoholico de las hojas de Spinacia oleracea (Espinaca).

i s

vl -sa

40



ANEXO 3

Procedimiento experimental.
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ANEXO 3

Observaciones macroscopicas del higado de Rattus rattus al término de la

experimentacién con extracto hidroalcohdlico de las hojas de Spinacia oleracea

(Espinaca).

Blanco 1

Experimental (R1)

Figura 1. Observacién macroscépica del higado de rata hembra
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Blanco 2

Experimental (R2)

Figura 2. Observacién macroscépica del higado de rata hembra.
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Blanco 3

Experimental (R3)

R\
\

Figura 3. Observacidén macroscépica del hi

gado de rata hembra.

Blanco 4

Experimental (R4)

Figura 4. Observacién macroscopica del hi

gado de rata hembra
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ANEXO 4

Certificado taxondmico del Herbarium Truxillense (HUT)

cién taxonomica de un (01) espécimen vegetal:

Equisetopsida

Magnoliidae.

Caryophyllanae

Caryophyllales

‘Amaranthaceae

Splnacla N
_S oleracea L.

espinaca”

¢ ada con DNI: 75168070, con domicilio Av. César Vallejo, Mz-
‘San Juan, Chimbote. Estudiante de la Escuela Profesional de
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Angele de hlmbote (ULADECH) cuya determmaclén taxonémlm

 Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines

lo, 23 de Octubre del 2018/

truxillensehut@yahoo.com
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ANEXO 5

Certificado de buen estado nutricional, sanitario y clinico de las muestras bioldgicas

(ratas cepa Holtzman).

El Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia CE
productos biologicos que se describen a continuacion:

17 ratas de la cepa Holtzman, hembras de 6 semanas de edad.

Cuentan con un buen estado nutricional, sanitario y clinico; impe
‘este tipo de productos biolégicos que son utilizados con diversos
area biomédica.

Se expide el presente certificado a la Srta Alicia Elizabeth Cervera Delgado.
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