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1. RESUMEN

El dolor es considerado como una experiencia sensitiva y emocional desagradable,
este puede ser agudo o cronico y es una de las principales causas de consulta
médica a nivel mundial (Puebla 2005). Las plantas medicinales siempre han sido
una fuente importante para el tratamiento de enfermedades desde la antigiedad y
siguen siendo una fuente clave de medicamentos, pese a los avances de la
medicina. En El Salvador, el uso de plantas medicinales sigue vigente, aunque
pocas estan cientificamente validadas.

Uno de los objetivos del estudio fue evaluar la toxicidad aguda de la decoccion de
las hojas de Lygodium venustum (Lygodiaceae) en ratones de laboratorio,
mediante el método de dosis unica durante 14 dias. Se utilizaron 2 grupos de 5
ratones cada uno, identificandolos como grupo control y tratamiento, donde se
evaluaron parametros como el peso corporal, consumo de alimento y agua, peso
de d6rganos internos y las observaciones clinicas. Asimismo, se evalud su efecto
analgésico a través de las pruebas de acido acético y formalina.

Para el estudio de la actividad analgésica se utilizaron 4 grupos de pruebas
divididos en: agua destilada, indometacina, concentracion baja y alta, conformados
por 10 ratones cada uno. En la prueba del acido acético, se inyecto acido acético al
1% por via intraperitoneal y se conté el niumero de contorsiones de los ratones
durante 30 minutos. En la prueba de la formalina, se inyectaron 20 pl de formalina
al 2% en la pata trasera derecha de los ratones, midiendo posteriormente el tiempo
que se lamian en ambas fases de estudio: fase | y fase Il

Los resultados mostraron que, en la prueba de toxicidad aguda, los animales
tratados con la concentracion alta no presentaron signos de toxicidad ni efectos
adversos. Ademas, no hubo diferencia significativa en el peso corporal y de
organos en los ratones.

En el estudio analgésico, la prueba de &cido acético demostré diferencias
significativas entre el grupo control, los tratados con Indometacina y las dos
concentraciones de la decoccion. Para la prueba de formalina, en la fase |, los
ratones no presentaron la eficacia esperada, sin embargo, en la fase Il los ratones
tratados con la concentraciéon alta mostraron resultados favorables siendo su
inhibicién similar al farmaco de referencia.

En conclusion, la decoccion de las hojas de Lygodium venustum no mostré signos
de toxicidad alguna y podria tener indicios de propiedades analgésicas, aunque se
recomienda realizar estudios mas concretos para poder confirmar estos hallazgos.
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2. INTRODUCCION

El dolor es la causa mas comun en consultas médicas. Segun la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor, este se puede definir como “una
experiencia sensitiva y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular real
o potencial”’. La percepcién del dolor consta de un sistema neuronal sensitivo, o
bien nociceptores, y unas vias nerviosas aferentes que responden a estimulos
nociceptivos tisulares; la nocicepcion puede estar influida por diversos factores y
entre ellos se encuentran los psicolégicos (Puebla 2005).

Este puede clasificarse como agudo o crénico. El primero de ellos es la
consecuencia inmediata de la activacion de los sistemas nociceptores por una
noxa. Asimismo, aparece por estimulacion quimica, mecanica o térmica de
nociceptores especificos; este tipo de dolor tiene la funcidn de proteccion bioldgica
y los sintomas psicologicos son escasos. Por otro lado, el dolor crénico no posee
funcién de proteccion, sin embargo, este es persistente y puede perpetuarse por
tiempo prolongado después de una lesion e incluso en la ausencia de la misma,
suele ser refractario al tratamiento y, a comparacion del dolor agudo, se asocia a
importantes sintomas psicologicos (Zegarra 2007).

Las plantas medicinales han sido fuente de remedios para el tratamiento de varias
enfermedades desde el principio de los tiempos, permitiendo que la practica del
uso de productos botanicos sea realizada durante milenios internacionalmente. A
pesar de que la quimica organica sintética ha presentado un crecimiento
significativo desde el Siglo XX, mas del 25% de los medicamentos aprobados en
los paises industrializados se ha obtenido de forma directa o indirectamente de las
plantas. En los ultimos afos, la busqueda de fitoquimicos con propiedades
antimicrobianas, antioxidantes y analgésicas ha ido aumentando debido a su uso
potencial para el tratamiento de diversas enfermedades crénicas e infecciosas
(Baskaran et al. 2018).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el 80% de la poblacién mundial utiliza
medicina tradicional como medio curativo con la finalidad de atender las
necesidades de diversas enfermedades, aprovechando los principios activos que
las plantas puedan brindar (Campos y Francisco 2018). En el pais, el uso de
plantas medicinales para tratar afecciones de salud sigue presente en la poblacion,
sin embargo, son pocas aquellas de la cuales se tenga un registro validado
cientificamente sobre la actuacion de estas dentro del organismo humano. Lo cual
provoca que sean utilizadas de forma indiscriminada sin pensar en las
repercusiones que puedan ocasionar.

En el campo de la investigacion cientifica, el estudio de las propiedades
medicinales de las plantas ha sido objeto de gran interés. La busqueda de
compuestos naturales con efectos terapéuticos ha llevado al descubrimiento de
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numerosas especies vegetales con propiedades farmacolégicas prometedoras
(Gallegos 2017). En este contexto, la planta Lygodium venustum, perteneciente a
la familia Lygodiaceae, ha llamado la atencion debido a su potencial uso medicinal,
sin embargo, no se reportan estudios relacionados con analgesia, los cuales puede
ser de gran importancia, debido a que esta especie en El Salvador vy
Centroamérica es bastante abundante y es un tipo de helecho que puede crecer en
zonas abiertas, matorrales, orillas de caminos, entre otros, siendo accesible para
las personas y aprovechar su propiedad medicinal (Monterrosa 2009).

Por ende, el presente trabajo se enfocd en realizar el estudio toxicolégico agudo e
investigar el efecto analgésico de la decoccion de las hojas de Lygodium venustum
en ratones experimentales Mus musculus NIH. Para ello se realizo el estudio de la
toxicidad aguda de catorce dias que es esencial para establecer la seguridad de
cualquier sustancia utilizada con fines medicinales. Mediante dicha evaluacion, se
establecio la concentracion mas alta segura para su uso potencial en aplicaciones
médicas. Esto proporcioné informacién valiosa para garantizar la seguridad del
consumo Yy prevenir posibles efectos adversos. Asimismo por medio de las pruebas
de acido acético y formalina, que conforman el estudio analgésico, se obtuvo
informacion sobre su uso potencial como agente para el alivio del dolor.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar la toxicidad aguda y el efecto analgésico de la decoccion de las hojas de
Lygodium venustum (Lygodiaceae) en ratones de laboratorio.

3.2. Objetivos especificos

Obtener el extracto de Lygodium venustum por medio del método de decoccion en
sus concentraciones alta y baja.

Determinar la toxicidad aguda de la decoccion de las hojas de Lygodium venustum
(Lygodiaceae) en su concentracion mas alta por administracion oral en ratones de
laboratorio.

Evaluar los efectos analgésicos de la decoccion de las hojas de Lygodium
venustum con las pruebas de acido acético y formalina en ratones de laboratorio.

Analizar los resultados obtenidos de los estudios de toxicidad aguda y las pruebas
de analgesia: acido acético y formalina, mediante pruebas estadisticas
paramétricas de normalidad, t-Student y ANOVA.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Antecedentes.

En la actualidad, el incremento de los dolores agudos o crénicos ha dado lugar a la
investigacion de la etnobotanica, donde se demuestra el valor de la composicion
bioquimica de las plantas al relacionarlas con el mejoramiento de la salud. A
continuacion, se describen algunas de las investigaciones que se han realizado del
género Lygodium.

La editorial Elsevier Masson SAS publicé un estudio sobre la actividad
farmacolégica de Lygodium microphyllum, uno de los objetivos fue encontrar
actividad analgesica de la especie, mediante enfoques in vivo, in vitro e in silico. En
la prueba de contorsiones inducidos por acido acético, el extracto metandlico de la
planta inhibi6 el 44,28 % y el 56,61 % de los retorcimientos a 200 y 400 (mg/kg),
respectivamente, en comparacion con el farmaco estandar Diclofenaco-Na (10
mg/kg) (74,42 % de inhibicion). Donde finalmente la investigacion valida la
actividad analgesica del extracto de la planta y que puede utilizarse como fuente
alternativa de nuevas terapias (Alam et al. 2021).

Segun un estudio titulado “Plantas medicinales usadas por los Tének en la
Huasteca, México” Lygodium venustum es utilizado para tratar: gastritis, asma,
piquetes de alacran, diarrea, disenteria, irregularidades menstruales, fiebres, y
espanto, empleando diferentes métodos o técnicas de preparacion como coccion,
macerado e infusion. Aprovechando toda la planta o, de manera individual, las
ramas, hojas y tallos (Casanova et al. 2022).

En Serbia y Montenegro se fabric6 un medicamento llamado “Naturoplex”. Uno de
los componentes activos que tiene es el extracto seco de Lygodium japoncinus
(especificamente 27.5 mg de 0.28g 1 tableta). Este medicamento se usa para tratar
infecciones urinarias, como antibacterianos, antiinflamatorios, analgésicos,
diuréticos y fortalecer la mucosa del tracto urinario (Naturoplex 2015).

4.2. Generalidades de las Pteridofitas: Helechos y plantas afines

Las Pteridofitas (del griego pteris: helecho y phyta: planta) son conocidas como
plantas vasculares sin semillas, estas comprenden alrededor de 1,200 especies
que se encuentran distribuidas en todo el planeta, en todos los tipos de vegetacion
y en altitudes que oscilan de 0 a 5,000 metros. Son un grupo heterogéneo con
especies muy grandes que pueden llegar hasta los 25 metros de altura y otras muy
pequefias de escasos centimetros; algunas poseen frondas vistosas de mas de 2
metros, mientras que otras son hojas escamosas de milimetros (figura 1) (Delgado
y Plaza 2006).
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El grupo de las pteridofitas es el precursor de las plantas con flores que predomina
actualmente en el planeta; la aparicion de un sistema vascular dio paso a las
plantas erguidas, ademas de mejorar la conduccion del agua y los productos
elaborados por toda la planta. El sistema vascular primitivo esta conformado por
traqueidas, siendo rara la presencia de vasos verdaderos (Cabezudo y Trigo 2004).

Morfologia del helecho
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Figura 1. Morfologia del helecho.

Son plantas antiguas representantes en la flora del Devénico, tuvieron su época de
esplendor en el Carbonifero, sin embargo, posteriormente, durante los periodos
Pérmicos, Triasico y Jurasico sufrieron un declive provocado por cambios
ecologicos que favorecieron a otros grupos de plantas vasculares como las
gimnospermas. Por ultimo, en el periodo Cretacico, con la aparicion de las
angiospermas, se acentuo el retroceso tanto de las pteridofitas como las
gimnospermas, situacién que se mantiene en la actualidad (Cabezudo y Trigo
2004). Es importante mencionar que las pteridofitas conjuntamente con las briofitas
se consideran como plantas colonizadoras y formadoras del suelo favoreciendo el
establecimiento posterior de otras especies en el proceso de sucesion vegetal
(Muiiiz et al. 2007).

4.2.1. Distribucion y habitat de las Pteridofitas

De acuerdo a su forma de vida, estas pueden ser epifitas, hemiepifitas, acuaticas,
semiacuaticas y terrestres (herbaceas, trepadoras y arborescentes). La mayoria se
distribuyen principalmente en regiones calido-humedas (Mufiz et al. 2007). Los
helechos son las plantas mas representativas y mejor conocidas de este grupo,
estos poseen diferentes tamanos, colores, formas y tipos de habitat, ya que
pueden crecer sobre suelo, rocas, arboles y agua; otras pteridofitas no tan diversas
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estan bien representadas por los equisetos (Equisetum) o comunmente conocidas
como colas de caballos, las doradillas (Selaginella), los licopodios (Lycopodium) y
algunos géneros menos comunes como Isoétes, Psilotum 'y Tmesipteris (Ramirez y
Sanchez-Gonzales 2007).

4.2.2. Familia Lygodiaceae

Son plantas terrestres con rizomas trepadores, delgados y prostéticos con
tricomas, sus frondas presentan crecimiento indeterminado; son trepadoras con
pinnas alternas, cuya lamina primaria es bifurcada de manera pseudodicotomica en
forma de “Y” originando dos pinnulas laterales y un brote abortivo entre las bases
de éstas, presentan una venacion libre y anastomada. Sus soros se encuentran
ubicados en los I6bulos de los ultimos segmentos; los esporangios son abaxiales,
solitarios, exponiéndose uno por soro. Estan cubiertos por un indusio antrorso que
brinda sujecion. Las esporas son tetraédricas y triletes, siendo 128 a 256 por
esporangio.

Tradicionalmente, el género Lygodium se ubicaba dentro de la familia
Schizaeaceae, sin embargo, estudios morfolégicos y moleculares lo reconocen
como un género dentro de la familia monotipica Lygodiaceae. Su distribucion se
encuentra en regiones tropicales y subtropicales, principalmente en Malasia y
Centroamérica (Alcauter y Bedolla 2021).

4.3. Descripcion de la planta Lygodium venustum.

Trepador; frondas de crecimiento indefinido; raquis y estipite pajizo, voluble;
esporangios situados en unas prolongaciones marginales, estrechas llamadas
soréforos. Lygodium es poco comun por sus hojas indeterminadas y trepadoras.
Los pediculos de las pinnas se bifurcan cerca de su base, originando dos pinnulas
(@ menudo confundidas con pinnas) (figura 2), con una yema latente en la
bifurcacidn entre ambas. Esta yema puede reanudar su crecimiento si se dafia el
apice de la hoja. Los esporangios estan dispuestos sobre en unas prolongaciones
marginales, estrechas llamados soréforos (Monterrosa 2009) ( figura 3).

Figura 2: Hojas de Lygodium venustum (Tropicos [Fecha desconocidal)).
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Figura 3: Soroforos ubicados en prolongaciones marginales (Tropicos [Fecha desconocida])

Presenta un rizoma cortamente rastrero, con pelos marrones; frondas de
crecimiento indefinido, pueden alcanzar varios metros de longitud; estipite y raquis
pajizos, tiesos, volubles; pinnas alternas, ramificadas pseudo-dicotdmicamente
cerca de la base, con una yema en la bifurcacion: pinnulas pinnado-divididas con el
peciolulo de 1 - 3.5 cm; ultimos segmentos 2 - 10 x 0.5 - 1.5 cm, pilosos o glabros
en el envés, con el margen finamente serrulado; venas libres, con tricomas
blanquecinos dispersos o densamente pelosas: esporangios situados en dos
columnas, en unas prolongaciones estrechas, marginales, llamadas soroéforos
(Monterrosa 2009).

4.3.1. Habitat y Distribucion general.

Trepador: en zonas abiertas, matorrales, orillas de caminos. Planta pequena que
tiene apariencia de helecho, con hojas como lanzas y con muchos pelillos; en el
reverso presentan unas lineas donde se encuentran las esporas. Originaria de
Mesoamérica. Presente en climas calido y semicalido entre 0 - 1100 msnm.
Asociada a bosques tropicales caducifolio, subperennifolio y perennifolio
(Monterrosa 2009). Se encuentra en México, Guatemala, Belice, ElI Salvador,
Honduras. Nicaragua, Costa Rica. Panama Antillas. Colombia. Venezuela, Trinidad
y Tobago, Guyana, Surinam, Guyana Francesa, Ecuador, Peru, Brasil, Bolivia y
Paraguay (figura 4) (Monterrosa 2009).

The Babamas
La Habana &

Ciudad
de Mikico
.

Darminitana
Kiregston

Mardcabo

Figura 4: Mapa de distribucion de Lygodium venustum en Centroamérica (Tropicos [Fecha
desconocidal)
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4.4. Metabolitos presentes en Lygodium venustum
4.4.1 Perfil fitoquimico

El extracto etandlico del tallo presenta alcaloides, taninos, glicosidos cardiotonicos,
triterpenos/esteroides y quinonas. El extracto etandlico de las esporas presenta
alcaloides, cumarinas, glicosidos cardiotonicos, flavonoides, saponinas vy
triterpenos/esteroides (Villanueva et al. 2013).

Asimismo, el extracto etandlico de la hoja de Lygodium venustum presenta los
siguientes metabolitos que se muestran en la tabla 1 (Morais-Braga et al. 2012).

Tabla 1: Metabolitos presentes en Lygodium venustum.

Metabolitos

112 (3 (4(5|6|7|8]9|10 |11 |12 (13 | 14 | 15

+ | -+ --1+]+|+|+] -+ -1 -1+ +

1-Fenoles; 2-Taninos pirogalolatos; 3-Taninos flobafenos; 4-Antocianidinas ; 5-Antocianinas;
6-Flavonas;  7-Flavonoles;  8-Xantonas;  9-Chalconas;  10-Auronas;  11-Flavonoles;
12-Leucoantocianidinas; 13-Catequinas; 14-Flavononas; 15-Alcaloides.

e (+) presencia; (-) ausencia.

Por otro lado, en la investigacion de Morais-Braga et al. (2013) “Composicion
fendlica, actividad citotdéxica y anticinetoplastida de Lygodium venustum SW.
(Lygodiaceae)”, se realizd la identificacion de los compuestos quimicos presentes
en el extracto etandlico, empleado HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién) revelandose la presencia de acido galico, acido clorogénico, acido
cafeico, rutina, quercetina y kaempferol.

4.4.2. Generalidades de los principios activos

Un principio activo se refiere a una molécula derivada del metabolismo de las
plantas, que posee propiedades farmacolégicas y puede ser utilizada
terapéuticamente (Berdonces 1995).

Entre los metabolitos secundarios mas comunes se encuentran los flavonoides,
taninos, terpenos, lignanos, saponinas, alcaloides, polifenoles y cumarinas (Lustre
2022). A continuacion, se describen algunos metabolitos secundarios encontrados
en analisis fitoquimico de Lygodium venustum:
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4.4.2.1. Alcaloides:

Son compuestos nitrogenados con estructuras quimicas variadas y complejas,
principalmente de origen vegetal. Comparten la capacidad de producir una
reaccion alcalina e inducir importantes efectos biolégicos. Se dividen en dos grupos
principales: heterociclicos y no heterociclicos (Berdonces 1995).

Ejemplos de alcaloides: La vinblastina (Catharanthus rosea), un agente
antitumoral; la morfina (figura 5) (Papaver somniferum), un depresor del sistema
nervioso central; y la quinina (Cinchona sp.), un antipaludico. Las bases xanticas,
como la cafeina y la teofilina, se utilizan en productos anticeluliticos.

HO[
30

A
I N~cH,
HOY

Figura 5. Estructura quimica de la morfina (PubChem [Fecha desconocidal).

4.4.2.2. Taninos:

Son compuestos polifendlicos (figura 6) con sabor astringente, solubles en agua y
capaces de precipitar metales pesados. Pueden ser hidrolizables o no
hidrolizables. Se encuentran en plantas como el arandano, madrono, calluna,
zarzamora, agrimonia, tormentilla, roble, castafo, encina, bistorta, Krameria,
salicaria y hamamelis. Sus acciones incluyen efectos astringentes,
vasoconstrictores, hemostaticos, antibiodticos, antivirales, antifungicos,
antiinflamatorios y antidiarreicos. Los taninos interactian con los alcaloides,
causando su precipitacion (Berdonces 1995).

Os_OH

HO OH
OH

Figura 6. Estructura quimica un tanino (acido galico) (ScienceDirect Topics 2025).
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4.4.2.3. Quinonas:

Son compuestos organicos (figura 7) con bases aromaticas como el benceno,
naftaleno, antraceno y fenantreno, considerados moléculas ciclicas diacetdnicas
conjugadas. Se encuentran en forma de pigmentos en plantas y animales, y en
hierbas usadas tradicionalmente en China como el ruibarbo, cassia, sen,
consuelda, nudillo gigante, polygonum vy aloe vera. Tienen aplicaciones
farmacoldgicas como antioxidantes, antibacterianos, antifungicos, y se utilizan en
medicamentos antitumorales y antiinflamatorios (Bolivar 2022).

O O

Figura 7. Estructura quimica de una quinona (PubChem [Fecha desconocida]).

4.4.2.4. Flavonoides:

Son compuestos fendlicos (figura 8) presentes en frutas, verduras, semillas y
flores, mayormente en las hojas y el exterior de las plantas, asi como en cerveza,
té verde, té negro, vino (Martinez-Flérez et al. 2002).

Debido a su mecanismo de accion, estos fitoquimicos se han utilizado en
patologias como la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones virales,
ulceras. Asimismo, se les ha dado uso antialérgico, antitrombotico, antioxidante e
incluso como antiinflamatorio. Diversos estudios in vivo e in vitro demuestran el
potencial de los flavonoides para proteger a las neuronas contra el dafio provocado
por diversas neurotoxinas (Limoén et al. 2010). Por otro lado, estos han sido
utilizados en tintes naturales, cosméticos y productos naturales de la piel. Los
extractos de cascara de manzana, ricos en flavonoides, inhiben Ila
acetilcolinesterasa in vitro y son un agente antihipertensivo eficaz (Ullah et al
2020).
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Figura 8. Estructura quimica de un flavonoide (quercetina) (PubChem [Fecha desconocida])

4.5. Método de extraccion por decoccion.

El método de decoccion es un proceso antiguamente muy popular, el cual consiste
en hacer hervir la parte de la planta en un liquido para ablandar la fibra organica y
disolver los jugos del cuerpo sometidos al calor, con el fin de extraer sus principios
hidrosolubles y termoestables de drogas crudas (Cordova et al. 2018). Este método
puede mejorar la solubilidad de fitoquimicos como alcaloides, flavonoides,
polisacaridos solubles, taninos. La temperatura alta empleada en el proceso de
decoccion inhibe la accion de glucoronidasa, impidiendo que los glucdsidos se
conviertan en las agliconas (Ashwuani et al. 2023), el tiempo de decoccién
depende de las caracteristicas de las plantas (Venegas 2012); si bien es cierto, la
decoccion se suele usar con las partes duras de las plantas, como raices o
cortezas, sin embargo, hay estudios en donde se aplica para conseguir extractos
de flores y hojas obteniendo una concentracion favorable de metabolitos
secundarios.

4.6. Generalidades de toxicologia.

La toxicologia es el estudio de los venenos o, en una definicion mas precisa, la
identificacion y cuantificacion de los efectos adversos asociados a la exposicion de
sustancias quimicas, agentes fisicos u otras situaciones. Por lo tanto, se puede
mencionar que la toxicologia es tributaria en la materia de informacion, disefios de
investigacion y métodos de la mayoria de las ciencias biologicas basicas, de las
disciplinas médicas, de la epidemiologia y de determinadas esferas de la quimica y
la fisica. Esta abarca desde estudios de investigacion basica sobre el mecanismo
de accion de los agentes toxicos hasta la elaboraciéon e interpretacion de pruebas
normalizadas para determinar las propiedades toxicas de los agentes.

Aporta valiosa informaciéon tanto a la medicina como a la epidemiologia con el
objetivo de comprender la etiologia de las enfermedades; se divide en disciplinas

23



normalizadas como la toxicologia clinica, la de investigacién, forense y la
reguladora, en inmunotoxicologia o toxicologia genética que hace referencia a los
procesos organicos o sistemas que se ven afectados.

Uno de los objetivos principales de la toxicologia es identificar el efecto o grupo de
efectos importantes con la finalidad de prevenir enfermedades irreversibles o
debilitadoras. Una parte destacada en esta area es la identificacion del érgano u
organos que se vean mas afectados en primer lugar o por un agente toxico, siendo
este denominado como el “érgano diana” (Silbergeld E 1998).

4.6.1. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda de una sustancia quimica se refiere a los efectos adversos que
se pueden manifestar tras la administracion por via oral o cutanea de una sola
dosis de dicha sustancia, de dosis multiples administradas a lo largo de 24 horas o
como consecuencia de una exposicion por inhalacion durante 4 horas.

Suele investigarse en ratones y/o ratas donde el efecto toxico cuantificable o
parametro es la muerte. Comunmente una prueba de toxicidad aguda consiste en
la exposicidén en una sola ocasion a grupos de 10 o 20 animales, cada uno, mas un
grupo control. Los animales se examinan diariamente, registrandose los signos
clinicos y los sintomas de toxicidad. Luego de un intervalo de 14 dias, se cuenta el
numero de animales muertos en el grupo de dosis y el grupo control. Los
resultados son analizados estadisticamente con respecto a la frecuencia de
animales expuestos muertos como funcion de la dosis.

Uno de los métodos para expresar la toxicidad aguda es la dosis letal media o
DL50. Es importante mencionar que dicha dosis en estadistica no real y se deriva
de los estudios de toxicidad aguda donde la mitad de los animales de prueba
mueren y la otra mitad sobrevive (Roldan 2016).

Segun Naciones Unidas (2016) los estudios de toxicidad aguda proporcionan:

Un calculo cuantitativo de la DL50.

Identificacion de organos diana y otras manifestaciones clinicas de toxicidad
aguda.

Establecer la reversibilidad de las reacciones toxicas.

Brindar orientacion sobre los intervalos de dosis para otros estudios.

Estos estudios de letalidad aguda son importantes para determinar los efectos

toxicos de las sustancias y su peligrosidad para los humanos. La informacién mas
relevante que proporciona la prueba de toxicidad aguda se obtiene a partir de
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observaciones clinicas y necropsias de animales, no del valor especifico de DL50
(Naciones Unidas 2016).

Los métodos tradicionales para evaluar la toxicidad aguda utilizan la muerte de los
animales como criterio de evaluacion. En 1984, la Sociedad Britanica de
Toxicologia sugirié un nuevo enfoque para las pruebas de toxicidad aguda basado
en la administracion de una serie de niveles de dosis fijos. El enfoque evité que la
muerte de los animales fuese el criterio de evaluacion y, en cambio, se baso en la
observacion de signos claros de toxicidad en una serie de niveles de dosis fijos.

La OECD Guideline For Testing of Chemical (OECD 2001) presenta las
especificaciones para el estudio de toxicidad aguda por método del Procedimiento
de Dosis Fijas. Dicho método proporciona informacion sobre las propiedades
peligrosas y permite que la sustancia sea ordenada y clasificada de acuerdo con el
Sistema Globalmente Armonizado para la clasificacién de productos quimicos que
causan toxicidad aguda.

Dicha guia menciona que la especie preferida para los estudios es la rata, sin
embargo, se pueden utilizar otras especies de roedores como los ratones. Dichos
individuos deben de mantenerse en una sala de experimentacion con una
temperatura de 22°C (+ 3°C), con una humedad relativa al menos de 30% y que
preferiblemente que no sobrepase los 70%, siendo el objetivo de 50%-60% de
humedad. La iluminacién debe de ser artificial, siendo la secuencia de 12 horas de
luz y 12 de oscuridad.

Con respecto a la preparacion de dosis, en general, las sustancias ensayos deben
de administrarse en un volumen constante en el rango de dosis a probarse
variando la concentracion de la preparacion dosificadora. El volumen maximo que
debe de administrarse al animal de prueba por vez depende de su tamafo. En
roedores, el volumen normalmente no debe de exceder de 1 mL/ 100 g, sin
embargo, en el caso de soluciones acuosa, se puede considerar 2 mL/ 100 g de
peso corporal.

La sustancia de ensayo se administra en una sola dosis por medio de una sonda
utilizando un tubo estomacal o una canula de intubacién adecuada. En la
circunstancia inicial que una dosis uUnica no sea posible, la dosis puede
administrarse en fracciones mas pequenas durante un periodo que no exceda las
14 horas.
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4.7. Generalidades de analgesia.

La analgesia es la pérdida o modulacién de la percepcion del dolor. Este puede ser
de 3 diferentes maneras; 1) local y afectar sélo una pequefia area del cuerpo, 2)
puede ser regional y afectar una porcion mas amplia del cuerpo o 3) sistematica.
La analgesia se logra a través del uso de la hipnosis (sugestion), medicamentos
sistémicos, farmacos regionales o farmacos por inhalacién (McDonald et al. 2023).
En otras palabras, se puede definir analgesia como el alivio a la percepcion del
dolor sin produccion intencional de un estado de sedacion (Rivera 2002).

4.7.1. Analgesia

La palabra analgésico procede etimoldgicamente del prefijo griego a-/an- (carencia,
negacion) y de algos (dolor). Segun la Asociaciéon Internacional para el Estudio del
Dolor o por sus siglas en inglés (IASP), este se define “como la experiencia
sensorial y emocional desagradable asociada a una lesién histica real o potencial,
o descrita en un término de dicho dafno”. Por lo tanto, el dolor no es solamente una
sensacion o experiencia. Ademas, no se trata de algo estrictamente sensorial, sino
que también tiene un estado emocional; el dolor no precisa de una lesion para
manifestarse, ya que puede existir en ausencia de ella (Esteva 2008).

4.7.2. Clasificacion de los analgésicos

En la década de los 80’s la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promovi6 una
escala analgésica (figura 9) como marco para el uso racional de los farmacos
analgésicos en dolor de origen oncoldgico que ha sido muy util en todo tipo de
pacientes afectos de dolor cronico. Segun dicha escala, el primer eslabén lo
constituyen los analgésicos no opioides como el paracetamol, el metamizol o los
antiinflamatorios no esteroides.

Si el dolor aumenta de intensidad, se les puede afadir los opioides débiles, los
cuales constituyen el segundo eslabén y si estos no logran controlar el dolor se
accede al tercer eslabon conformado por los opioides mas potentes que no
presentan techo analgésico. Es importante mencionar que en cada escalon se
puede asociar con farmacos activos coadyuvantes de dolor a los principios activos
pertenecientes al nivel (Moreno y Muedra [fecha desconocidal).
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Tercer escalon

Opioides potentes |
— Morfina
. — Fentanilo
Segundo escaldén _ Oxicodona
Opioides débiles - Metadona
— Codeina - Buprenorfina
— Dihidrocodeina
Primer escalon — Tramadol
Analgésicos no Pueden asociarse Pueden asociarse
opioides a los farmacos a los farmacos
- AINE del primer escaldn del primer escalon
— Paracetamol en determinadas en determinadas
— Metamizol situaciones situaciones

Posibilidad de usar coadyuvantes en cualquier escalén segun la
situacidn clinica y causa especifica del dolor

Figura 9. Escalera analgésica de la OMS.

4.7.2.1. Antiinflamatorios no esteroides (AINEs)

Las AINEs son un grupo de farmacos que permiten disminuir la inflamacion,
combatir el dolor, bajar la fiebre; forman un numeroso grupo de medicamentos que
comparten acciones terapéuticas y efectos adversos, presentan estructuras
quimicas muy distintas pero no necesariamente relacionadas entre si y que,
fundamentalmente, tiene en comun sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias
y antipiréticas (Clasificacion... [fecha desconocida]). Estos son la primera opcion
terapéutica para tratar el dolor en la poblacion, siendo la aspirina el farmaco mas
utilizado en el mundo (Moreno y Muedra [fecha desconocidal).

Los analgésicos AINEs no producen depresion respiratoria ni generan tolerancia o
dependencia fisica. Su eficacia analgésica es limitada y no dosis-dependiente (el
incremento de la dosis puede prolongar el efecto pero no produce mas analgesia y
aumenta la incidencia de efectos secundarios). Son eficientes para el tratamiento
de dolor leve-moderado, siendo posible que logre controlar el dolor intenso de
componente inflamatorio, postquirurgico y tipo célico (Valdivielso 1998).

Uno de los medicamentos perteneciente a los AINEs es la indometacina (figura
10), cuya accion consiste en detener la produccion del cuerpo de una sustancia
que causa dolor, fiebre e inflamacion (MedlinePlus 2021). Es un agente no
esteroideo con propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias que se
atribuyen a una capacidad para inhibir la sintesis de prostaglandinas. Cabe
mencionar que su capacidad es 20 veces mayor que el acido acetil salicilico (figura
11). La indometacina se absorbe rapido y por completo a través de la mucosa
gastrointestinal y las concentraciones plasmaticas maximas en condiciones de
ayuno se logran 3 horas después de su administracion oral. Por otro lado, los
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efectos terapéuticos se obtienen en concentraciones plasmaticas de 0.5 a 3 ug/ml
y los signos de toxicidad aparecen en concentraciones mayores a 6 pyg/ml (Campos
2023).
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Figura 10: Estructura quimica de Indometacina (Diaz 2012)

O OH

RS

Figura 11. Estructura quimica del &cido acetil salicilico (Diaz 2012)

4.7.2.2. Analgésicos opioides débiles.

Los analgésicos opioides débiles constituyen el segundo nivel de la escala de
analgesia de la OMS. Representado principalmente por codeina (figura 12),
dihidrocodeina y dextropropoxifeno. Todos estos farmacos tienen vidas cortas, con
una duracion de accién estimada entre 2 y 4 horas. Por lo general, se prescriben
en dosis bajas en combinacion con acido acetilsalicilico o paracetamol. La dosis se
puede aumentar hasta la dosis maxima de analgésicos combinados no opioides (p.
ej., 4,000 - 6,000 mg/dia de paracetamol; por encima de esta dosis, el opioide
incluido en la combinacién se puede aumentar como componente unico o cambiar
a otro agonista puro). Las formulaciones de liberacion prolongada de codeina y
oxicodona estan actualmente en desarrollo y aun se encuentran en la fase de
prueba (Valiente et al. 2001).
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Figura 12: Estructura de la codeina (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases 2019)

4.7.2.3. Analgésicos opioides potentes

Se caracterizan por no tener limite superior de analgesia, es decir, el grado de
analgesia aumenta casi infinitamente con el aumento de dosis, y si no fuera por
sus efectos secundarios, se podria alcanzar un techo analgésico muy alto. A estos
pertenecen la morfina (figura 13), fentanilo, oxicodona y metadona (Moreno y
Muedra [sin fecha]). Constituyen el tercer paso de la escala de tratamiento de la
OMS. A menudo se consideran el farmaco de eleccion para el tratamiento del
dolor. La dosis apropiada es la cantidad de opioides que controla el dolor con el
minimo de efectos secundarios (Duce et al. 2007).
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Figura 13: Estructura de la morfina (PubChem [Fecha desconocidal).
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4.8. Modelo de dolor en animales

Los modelos animales de dolor son cruciales para el estudio del dolor. En este
sentido, un modelo de dolor es el proceso mediante el cual se evalua la respuesta
de un animal ante un estimulo desagradable de diversa indole o ante una situacion
patoldgica creada artificialmente y puede ser aplicado en situaciones fisioldgicas o
patologicas. Pero es importante ver los modelos criticamente porque, si bien
podemos medir el componente somatico de la respuesta nociceptiva de un animal
a un estimulo doloroso, no podemos medir el componente afectivo-emocional, que
es un componente fundamental del dolor en humanos y probablemente en
animales.

El uso de modelos animales de dolor se justifica por la busqueda de nuevos
analgésicos y los mecanismos intimos que subyacen al dolor. Los modelos que
utilizan un estimulo fisico o quimico con el objetivo de determinar la latencia de
respuesta del animal a dicho estimulo y que tienen un desarrollo temporal
condensado, se encuadran basicamente bajo el epigrafe de modelos de dolor
agudo. La prueba de presién de la pata o la prueba de presion de la cola en ratas
utiliza un estimulo mecanico, mientras que la prueba de la placa caliente, la prueba
del movimiento de la cola y la prueba de inmersion de la cola utilizan un estimulo
térmico. También se incluyen la prueba de estimulacion eléctrica de la cola, que
utiliza un estimulo eléctrico, la prueba del acido acético (prueba de constriccion
abdominal) y la prueba de formalina (evaluacién de la primera fase), que utiliza un
estimulo quimico (Micé y Ortega-Alvaro 2006).

Si bien no son los uUnicos animales utilizados en el laboratorio para la investigacion
in vivo, los ratones (generalmente Mus musculus) (figura 14) son los mas
utilizados, ya que son la clave para comprender como responde el cuerpo de un
mamifero al desafio, la infeccion o la intoxicacion experimental. Se utilizan
principalmente en investigacién biotecnoldgica y en la industria farmacéutica para
desarrollar nuevos productos bioldgicos (vacunas, anticuerpos monoclonales) y
para probar la eficacia y seguridad de diversos farmacos. Debido a que son
pequefios, manejables, faciles de criar en cautiverio y tienen un ciclo de vida
rapido, los ratones se consideran excelentes modelos animales y han demostrado
ser utiles para criar y analizar procesos detallados como el cancer, enfermedades
infecciosas y mutaciones genéticas y para estudiar la funcion del sistema inmune
(Salabert 2022).

Las caracteristicas que han hecho del raton de laboratorio el modelo biologico y
biomédico mas utilizado en las investigaciones cientificas segun Parker (2002) son:

1. Facil manejo.

2. Tamafo apropiado para la crianza y manipulacion.
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3. No requieren demasiados cuidados.
4. Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos.
5. Tienen un alto numero de crias.

6. Poseen un breve periodo de gestacion (19-21 dias) y rapido destete a los 20
dias.

7. Las hembras producen un gran numero de évulos, los cuales al ser fecundados
son muy resistentes.

8. Al ser mamiferos euterios, al igual que el hombre, tienen un genoma muy similar
a los humanos diploides.
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Figura 14. Mus musculus NIH.
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5. METODOLOGIA

5.1. Ubicacion del area de estudio
El estudio se realizdé en la Universidad de El Salvador ubicada en 13°43°6" N
89°12"11" O, especificamente en las instalaciones del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD-UES), en el Laboratorio de Experimentacion
Animal (LEA) (figura 15).

- .'
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5.2. Metodologia de campo

5.2.1. Obtencion del material vegetal
Para la identificacién de la especie de trabajo se utilizé la Guia de Identificacién de
Helechos de El Salvador, junto con el apoyo del Licenciado en biologia Roberto
Amado Vasquez Diaz. La recoleccién del helecho Lygodium venustum se realizd
dentro de las instalaciones de la Universidad de El Salvador, visitando diversas
facultades. Posteriormente a la recoleccion, los helechos fueron secados a
temperatura ambiente.

5.3. Metodologia de laboratorio

5.3.1.0btencion de extracto de Lygodium venustum por medio del método
de decoccion

Para la preparacién del extracto se depositaron las hojas secas y trituradas de
Lygodium venustum en un recipiente con agua de grifo. Este se coloc6 a fuego
medio hasta alcanzar su punto de ebullicibn, momento en que se retiré y dejo
reposar a temperatura ambiente. Luego se procedio a filtrar la decoccion por medio
de una gasa o colador para eliminar los restos fisicos de las hojas. Las
concentraciones utilizadas fueron de 1 y 4 gramos de hojas secas trituradas, en
100 mL de agua, identificandose como concentracion baja y alta respectivamente
(figura 16).
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Figura 16. Obtencion del extracto de Lygodium venustum por medio del método de decoccidn.

5.3.2. Animales de experimentacion

Para determinar la toxicidad aguda del extracto se trabajo con ratones albinos de la
cepa NIH, procedentes del LEA de CENSALUD, con un peso corporal de 20 a 30
gramos, de aproximadamente 5 a 7 semanas de nacidos. Estos se mantuvieron a
una temperatura controlada de 22 + 2 °C entre 50 - 60% de humedad relativa, con
un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas. Su alimentacién const6 de una dieta
estandar a base de concentrado peletizado para roedor y agua a voluntad.

Para su identificacion cada individuo fue marcado con acido picrico en diferentes
partes de su cuerpo de la siguiente manera (tabla 2):

Animal 1: Sin identificacion.

Animal 2: Marca en la cabeza.

Animal 3: Marca en la espalda o lomo.

Animal 4: Marca en la base de la cola.

Animal 5: Marca en la pata delantera derecha.

Animal 6: Marca en la pata delantera izquierda.

Animal 7: Marca en la pata trasera derecha.

Animal 8: Marca en la pata trasera izquierda.

Animal 9: Marcas en patas delanteras derecha-izquierda.
Animal 10: Marcas en patas traseras derecha-izquierda.

Tabla 2: Orden de identificacion de los animales de experimentacion.
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5.4. Estudio de toxicidad aguda durante 14 dias

5.4 1. Administracion de sustancia.

Se dispuso de 2 grupos, de 5 ratones cada uno, previamente identificados. Un
grupo fue utilizado para la administracion de la concentracidn mas alta de la
decoccion (tratamiento) y el restante sirvid como grupo control, a quien se le
administr6 agua destilada. La sustancia fue proporcionada por dosis Unica
mediante via oral por medio de una canula intragastrica, sin necesidad de
anestesiar al ratén; cabe mencionar que el volumen administrado fue en relacion
con su peso corporal (1 mL/ 100 g de peso corporal).

5.4.2. Consumo de alimento y agua

Durante la prueba se registré el consumo de alimento y agua, tanto del grupo
control como el experimental. El peso del consumo y las anotaciones se realizaron
el primer y ultimo dia de las 2 semanas de estudio, colocandose en una hoja de
registro (ver anexo 2).

5.4.3. Observaciones post-administracion de la decoccion.

Al administrar la concentracion a los individuos se mantuvieron en observacion
durante las primeras cuatro horas, especialmente durante los primeros 30 minutos;
posteriormente, se realizaron visitas diariamente para observar los efectos hasta
completar los 14 dias. Asimismo, se registro el peso corporal una vez por semana,
colocandose en una hoja de registro (anexo 3), mientras que los parametros de
toxicidad (tabla 3) se reportaron diariamente en base a descripcién de los signos
que suelen presentarse (anexo 4).

Parametros de toxicidad Descripcion
Apariencia de pelo Textura, color, caida
Apariencia de la piel Enrojecimiento, sequedad, exudacién

Ojos y membranas mucosas Enrojecimiento, sequedad, secreciéon anormal

Ataxia Pérdida del equilibrio, caminata erratica
Paralisis Pérdida de respuesta en cualquier extremidad
Vasoconstriccion periférica Palidez
Vasodilatacion periférica Enrojecimiento
Pilo-ereccién Pelaje erizado
Salivacion Exceso de secrecion bucal
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Tremores y convulsiones Contraccion muscular anormal espontanea.
Contraccion o estiramiento muscular
descontrolado

Respiracion Aumento o disminucion de la frecuencia
respiratoria

Deshidratacion Prueba de Robinou: pellizco de la piel, sin el
retorno de esta a su posicion normal

Diarrea Heces blandas o deposicidon acuosa
Actividad somatomotriz y Descripcion
motora
Actividad motora Aumento o disminucion de la actividad normal,
refleja o no
Reaccion a estimulos Respuesta al tacto o al ruido

Tabla 3: Parametros de toxicidad en animales de experimentacion (Mejia y Parada 2009).

5.4.4 Sacrificio y Necropsias

Al finalizar el estudio de toxicidad, los animales se sacrificaron por medio de la
dislocacion cervical para posteriormente practicarles necropsia y realizar la
extraccion de los siguientes organos: higado, corazon, pulmones, bazo, rifiones,
estomago e intestinos, los cuales fueron examinados de manera macroscopica.

Asimismo, se realizaron observaciones de apariencia, superficie (lisa, aspera,
granular, arrugada), consistencia (firme, quebradizo y esponjoso) y color
(homogéneo, manchado), su tamafo (cm) y su respectivo peso (g), con el fin de
examinar las posibles presencias o ausencias de lesiones. Todo ello se registré en
la hoja de observaciones post mortem (Anexo 5).
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5.5. ACTIVIDAD ANALGESICA
5.5.1. Prueba del Acido Acético

El fundamento de esta prueba consistido en la induccidon de contorsiones en los
ratones, mediante la inyeccién del acido acético al 1%, via intraperitoneal (Guerra
2017).

Se utilizaron 4 grupos, de 10 ratones cada uno. La distribucién para realizar las
pruebas fue de la siguiente manera: al primer grupo, grupo control, se le administro
el vehiculo, agua destilada; al siguiente grupo se le proporcioné Indometacina a
una dosis de 10 mg/kg y a los ultimos grupos, 3 y 4, se les administré 1 ml/100 g de
peso corporal (Santoro 2013) de la decoccion de Lygodium venustum en
concentraciones baja y alta respectivamente, por via oral (figura 17).

Media hora después se provocaron las contorsiones inducidas por inyeccion via
intraperitoneal de solucién de acido acético al 1% v/v, en volumen de 0.1 ml a cada
animal (figura 18).

Figura 17: Administracion de la Figura 18: Administracion de

la

decoccidn de Lygodium venustum inyeccion peritoneal del acido acético.

Para observar el numero de estiramientos realizados (figura 19), los ratones se
colocaron en contenedores transparentes individuales. Al pasar 5 minutos de la
aplicacién de la inyeccion, la observacién del efecto duré 30 min para cada animal.
El porcentaje de inhibicidn de contorsiones se calculé por medio de la siguiente
ecuacion:
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o Xe—Xp
% de inhibicion = ———x100
Xe
Dénde:
Xp = numero de estiramientos del grupo problema.

Xc = numero de estiramientos del grupo control.

Figura 19: Estiramientos inducidos por inyeccion de acido acético.

5.5.2. Prueba de Formalina

En esta prueba se utilizé la misma cantidad de grupos y ratones planteados en el
ensayo de acido acético. El inicio de ella fue media hora después de administrar las
sustancias correspondientes a cada animal (figura 20). El estimulo doloroso fue
inducido por la inyeccion subplantar de 20 ul de formalina al 2%, en la pata trasera
izquierda del ratén (figura 21), luego se colocaron en contenedores transparentes
para su observacion.

_ — — Figura 21: Lamida de pata por
Figura 20: Administracion de Ia inyeccion de formalina al 2%

decoccion de Lygodium venustum.
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Para esta prueba se distinguieron dos fases segun Hunskaar y Hole (1987):

e Fase 1: indicativa del dolor neurogénico (primeros 5 min).
e Fase 2: indicativa del dolor inflamatorio (15 a 30 min después de la
administracion de la formalina).

Para evaluar ambas fases, se midi6 el tiempo acumulado en segundos, durante el
cual el animal se lame la pata, por medio de un crondmetro. Para ambas fases se
determind el porcentaje de inhibicion en los grupos tratados respecto al grupo
control, utilizando la siguiente ecuacion:

L Xe—Xp
4% de inhibicion = Txlﬂﬂ

Dénde:
Xp = Tiempo de lamidas en segundos del grupo problema

Xc = Tiempo de lamidas en segundos del grupo control

5.6. Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos se realizé6 mediante el Software STATGRAPHIC.
Para las pruebas de normalidad se utilizé el contraste Shapiro-Wilks. Con respecto a
los datos que resultaron de la prueba de toxicidad, el aumento porcentual del peso
corporal y el peso de 6rganos, se analizaron con t-Student, mientras que para las
pruebas de analgesia, el estudio de &acido acético y formalina, se trabajé con
Analisis de Varianza de una sola via (por sus siglas en inglés ANOVA), seguida de
una prueba Tukey para la comparacion entre grupos. La diferencia entre los grupos
tratados y los grupos control fue significativa (*) cuando p<0.05. Todos los
resultados fueron expresados como la Media + el Error Estandar de la Media
(E.E.M) de los grupos experimentales.

38



6. RESULTADOS

6.1. ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA.
6.1.1. Observaciones clinicas.

Las observaciones clinicas a los animales del grupo control y los tratados con la
decoccion de Lygodium venustum fueron realizadas diariamente durante 2
semanas. No se evidenciaron signos de toxicidad ni efectos adversos como:
piloereccion, diarrea, cambios en la respiracidon y apariencia de piel, afectaciones en
la actividad motora, etc. Mostrando un comportamiento normal y una adecuada
respuesta ante los estimulos (tactiles, auditivos, entre otros).

6.1.2. Consumo de Alimento y Agua.

A continuacion, se muestran los resultados del consumo porcentual de comida y
agua de ambos grupos, es decir, de 10 ratones en total (tabla 4). Dichos datos se
tomaron en las mismas fechas del registro del peso corporal. Comparando los
resultados entre el grupo control y el grupo tratamiento, se puede observar que el
consumo porcentual total de alimento fue mayor en los 5 ratones del grupo
tratamiento, obteniendo un 62.83%, asimismo, con el consumo de agua siendo de
78%.

Tabla 4: Consumo porcentual semanal y total de alimento y agua de los grupos experimentales.

Consumo porcentual de alimento y agua

Grupo Inicial Semana 1 % Final % Ct%

Control Comida 300 g 4459 14.83% 111.1g 37.03% 51.86%

Agua 1000ml 230 ml 23% 250 ml 25% 48%

Tratamiento Inicial Semana 1 % Final % Ct %

Comida 300 g 10859 36.16% 80.0g 26.67% 62.83%

Agua 1000ml 400 ml 40% 380 ml 38% 78%

6.1.3. Analisis del Peso Corporal

En la Tabla 5 se analizan los valores del peso corporal inicial, dia 7 y dia 14 o final.
En ella se puede observar que existe una tendencia al aumento del peso corporal,
sin diferencia significativa entre el grupo control y el tratamiento. Sin embargo, se
contempla que el aumento porcentual para el grupo tratamiento fue mayor que el del
grupo control, obteniendo un 14.7% contra un 4.52%, respectivamente.
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Tabla 5: Valores promedio del peso corporal en grupo control y experimental.

Grupo Inicio Dia 7 Final Aumento % P valor
Control 27.07+168 27.18+0.34 28.06+0.22 4.52+6.69
Tratamiento 20.77+1.78 22.13+1.15 23.67+1.89 14.7 £ 9.25 0.872

Los valores se expresan como media + E.E.M. P<0.05 (*) se considera una diferencia significativa.

6.1.4. Analisis del Peso de érganos

Con respecto al peso de los érganos, la tabla 6 demuestra que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. En cuanto a la evaluacién
macroscopica de los érganos (superficie, consistencia, color) no se observaron

cambios en la comparacion de los grupos.

Tabla 6: Valores promedio del peso de 6rganos en grupo control y grupo experimental.

ORGANO GRUPO MEDIA + EE P - VALOR
Higado Control 1.45+0.10

Tratamiento 1.14 £0.10 0.0703
Corazén Control 0.16 £ 0.02

Tratamiento 0.12 £ 0.01 0.1518
Pulmones Control 0.16£ 0.01

Tratamiento 0.15 + 0.006 0.6086
Rifién derecho Control 0.23 £0.02

Tratamiento 0.19+£0.02 0.2411
Rinén izquierdo Control 0.22 £ 0.01

Tratamiento 0.19 £ 0.01 0.1317
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Estémago Control 0.60 £ 0.1

Tratamiento 0.66 + 0.22 0.8490
Bazo Control 0.11 + 0.01

Tratamiento 0.10 £ 0.01 0.8291
Intestino delgado Control 1.33+0.10

Tratamient :

ratamiento 1234010 0.4920

Intestino grueso Control 1.11£0.1

Tratamiento 1.00 + 0.01 0.1002

Los valores se expresan como media + E.E.M. P<0.05 (*) se considera una diferencia significativa.
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6.2. ACTIVIDAD ANALGESICA
6.2.1 Prueba de Acido Acético

Los valores obtenidos de la prueba de acido acético se pueden apreciar en la tabla
7. En primera instancia, se observa que las medias entre los grupos se comportan
con una tendencia normal, demostrando que el grupo tratado con agua destilada o
grupo control obtuvo el mayor numero de contorsiones, siendo su media de 34.5.
Por otro lado, el grupo tratado con el farmaco Indometacina obtuvo una media baja y
un porcentaje de inhibicidon significativo, siendo 5.4 y 84.35% respectivamente,
indicando su eficacia y marcando el parametro de comparacion con el resto de los
tratamientos.

Asimismo, se aprecia que entre la concentracidn baja y alta existe una diferencia
significativa con el grupo control negativo. La concentracion baja obtuvo una media
de 23.5 con una inhibicion del 31.88%. Mientras que la concentracion alta obtuvo
una media de 6.1 acompanada de un porcentaje de inhibicion de 82.32%, dicho
tratamiento resultdé ser mas eficaz y cercano a la accién del farmaco (figura 22).

Tabla 7: Valores promedios y porcentajes de inhibicion de la prueba de acido acético.

Grupos Media * E.E.M % De inhibicion

Control 345+1.31 -

(Agua destilada)

Tratamiento 54+ 114 84.35
Indometacina
(10mg/kg)
Concentracion baja 23.5 £ 1.95* 31.88
Concentracion alta 6.1+1.18** 82.32

Los valores se expresan como media + E.E.M. P<0.05 (*) y cuando p <0.01 (**) se considera una
diferencia significativa.
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Prueba del Acido Acético
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Figura 22: Prueba de acido acético. Comparacion de las contorsiones abdominales realizadas por el
grupo control negativo (C.N: H20d), control positivo (C.P: indometacina 10 mg/kg) y las
concentraciones de la decoccioén, siendo C.Baja: Concentracion Baja y C.Alta: Concentracion Alta.
Los datos se expresan como la Media + E.E.M (Error estandar de la media); ; analisis de varianza
unidireccional (ANOVA), seguido de la prueba Tukey.
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6.2.2. Prueba de Formalina

En esta prueba se evaluaron los tipos de reacciones al dolor, divididos en dos fases,
siendo fase I: neurogénico, calculado en los primeros cinco minutos, y la fase Il: el
inflamatorio, que comprende los 15 a 30 minutos después de ser inducido el dolor.
Como se puede observar en la tabla 8, en la fase I: el grupo control (agua destilada)
presenta la media mas alta, siendo esta de 83.3 segundos. Cabe mencionar que en
esta fase el farmaco de referencia (Indometacina 10 mg/kg) no presenté la eficacia
esperada, siendo su media de 81.9 segundos y un porcentaje de inhibicion de
1.68%, mientras que las concentraciones baja y alta demostraron una media de 61.1
y 67.4 segundos, respectivamente (figura 23).

Tabla 8: Valores promedios y porcentajes de inhibicion de la prueba de formalina.

Grupos 0-5 min % de Inhibicion 15-30 min % de Inhibicién
Media £ Media =
E.E.M E.E.M
Control 83.3+8.23 - 129.5 + 15.67 -
(Agua
destilada)
Tratamiento 81.9+7.29 1.68 14.3 + 3.87** 89.95
Indometacina
(10mg/kg)
Concentracion 61.1+11.15 26.65 19.9 £ 6.09** 84.63
baja
Concentracion 67.4 +8.82 19.09 104 £ 3.21** 91.97
alta

Los valores se expresan como media + E.E.M (Error estandar de la media). P<0.05 (*) y cuando p
<0.01 (**) se considera una diferencia significativa.
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Figura 23: Prueba de formalina, fase | (indicativa del dolor neurogénico). Comparacion de los grupos
controles (C.N: Control Negativo, C.P:Control Positivo (Indometacina) y grupos tratados (C.B:
Concentracion Baja, C.A: Concentracion Alta). Los datos se expresan como la Media + E.E. M (Error
estandar de la media); analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey.

Al analizar la fase IlI, que abarca de 15 a 30 minutos, se observa que el grupo
tratado con indometacina reduce su promedio a 14.3 segundos, con un porcentaje
de inhibicién de 89.95%. Por otro lado, la concentracion alta demuestra tener un
porcentaje de inhibicion de 91.97%, con una media de 10.4 segundos, y la
concentracion baja obtuvo una media de 19.9 segundos y un porcentaje de 84.63%.
Dichos datos demuestran que la media de la concentracién alta llega a ser menor
que la del farmaco utilizado. Asimismo, se aprecia que existen diferencias
significativas al comparar el grupo control de agua destilada con los grupos de
tratamiento, incluyendo el control positivo indometacina (figura 24).
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Figura 24: Prueba de formalina, fase Il (indicativa del dolor inflamatorio). Comparacion de los grupos
controles (C.N: Control Negativo, C.P:Control Positivo (Indometacina) ) y grupos tratados (C.B:
Concentracion Baja, C.A: Concentracion Alta). Los datos se expresan como la Media + E.E (Error
estandar de la media); analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la prueba Tukey.
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7. DISCUSION

Los modelos animales son herramientas esenciales en la evaluacion preclinica de la
seguridad y eficacia de nuevos farmacos. La sintomatologia de la intoxicacién puede
manifestarse mediante alteraciones locomotoras, posturas anormales, convulsiones,
inanicion e incluso muerte (Mejia y Parada 2009). En investigaciones toxicoldgicas,
se evaluan condiciones criticas a través de signos como reflejos disminuidos,
cambios conductuales, reduccién en el consumo de agua y alimento, vocalizaciones
anormales y alteraciones urinarias o intestinales. Ademas, indicadores visuales
como posturas prolongadas, cambios en la textura del pelaje y pérdida de brillo
ocular son fundamentales para identificar estados de dolor en roedores (Pérez
2017).

Tomando en cuenta lo anterior, las observaciones clinicas indicaron que la
decoccion de Lygodium venustum, en su maxima concentracidn, no provoco
alteraciones significativas durante el periodo de observacion de 14 dias, ya que no
se registraron sintomas de intoxicacion, cambios de comportamiento o morfolégicos.
Presentando similitudes con la investigacion realizada por Alam et al. (2021), en
donde se evalu6 la toxicidad aguda del extracto metandlico de Lygodium
microphyllum a 3000 mg/kg por peso corporal. Mencionando que los ratones no
estuvieron muertos ni morbidos durante los 14 dias de observacién posteriores al
tratamiento, no hubo cambios en sus caracteristicas morfolégicas, no se registrd
sintomatologia de intoxicacion y su marcha, comportamiento, regulacién de
reactividad o la estimulacion sensorial fue totalmente normal. Asimismo, la
investigacion Lygodium lanceolatum demostro que ni el extracto metandlico ni la
decoccion poseen toxicidad (Razafin-drabazo et al. 2020).

Tanto el peso corporal como el consumo de alimento y agua son indicadores clave
para identificar toxicidad en productos quimicos, siendo considerado un efecto
adverso si el peso corporal disminuye mas del 10% respecto al inicial (Mancebo et
al., 2002; Flores 2022). En este estudio, los ratones tratados con la concentracion
alta de Lygodium venustum mostraron una tendencia al aumento de peso sin
diferencias significativas (p<0.05) frente al grupo control, junto con un mayor
consumo de alimento y agua. De acuerdo con el contraste de hipétesis, obteniendo
un valor p= 0.872, siendo mayor a 0.05 no se puede rechazar la hipotesis nula,
concluyendo que la administracién de la decoccion de Lygodium venustum en su
concentracion mas alta no produjo efectos adversos en el peso corporal de los
ratones.

De igual manera, se ha demostrado que el extracto etandlico de Lygodium
microphyllum no causa variaciones significativas en el peso corporal, respaldando la
baja toxicidad del género. Es importante mencionar que la tendencia del incremento
del peso puede ser atribuida a la presencia de flavonoides, los cuales estimulan el
apetito (Kuncoro et al. 2024) y estos se encuentran presentes en la especie de
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estudio. Los resultados sugieren que la concentracion alta de Lygodium venustum
evaluada no indujo alteraciones significativas en el peso corporal de los animales
bajo las condiciones experimentales establecidas.

Los analisis del peso de 6rganos de los ratones tratados con la concentracion alta
de la decoccion de Lygodium venustum no revelaron diferencias significativas con el
grupo control, asimismo, las evaluaciones macroscopicas no indicaron cambios
significativos en las caracteristicas. Mostrando similitud con la investigacion de
Kuncoro et al. (2024) sobre el extracto etandlico de Lygodium microphyllum en
donde no se observaron efectos significativos en el indice de érganos (corazon,
rinon, estbmago, pulmones, cerebro, intestinos e higado) ni cambios significativos
en las caracteristicas hepaticas de los ratones tratados. Con lo mencionado
anteriormente acerca de la toxicidad, se puede inferir que existe cierta fiabilidad en
el uso de extractos o concentraciones de dicho género.

La prueba de acido acético y la fase tardia de la prueba de formalina se relacionan
principalmente con dolor inflamatorio periférico. El acido acético induce dolor
mediante la liberacién de prostaglandinas (especialmente PGE.) y otras sustancias
proinflamatorias en la cavidad peritoneal, lo que estimula las terminaciones
nerviosas periféricas; en la prueba de formalina, la fase 2 (15-30 min) también
involucra procesos inflamatorios periféricos y sensibilizacién central, donde los
mediadores inflamatorios juegan un papel clave (Duarte y Ferreira 1988). Dado que
los AINEs inhiben la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) y reducen la sintesis de
prostaglandinas, su uso es particularmente eficaz y especifico para estas pruebas.
Esto los convierte en farmacos de referencia adecuados en modelos de dolor de tipo
inflamatorio.

Segun Le Bars et al. (2001) los AINEs son mas sensibles y apropiados para
establecer una linea base de eficacia analgésica en estos modelos. El uso de AINEs
permite detectar efectos analgésicos moderados, como los que se podrian esperar
en extractos naturales o nuevos compuestos con potencial antiinflamatorio, sin el
efecto potente y generalizado de los opioides, que podrian enmascarar diferencias
sutiles en la respuesta.

El uso de opioides como morfina, aunque altamente eficaz, puede inducir efectos
adversos centrales (sedacion, dependencia, depresién respiratoria), incluso en
animales de experimentacion. Esto plantea preocupaciones éticas en estudios de
tamizaje inicial, donde no se justifica un tratamiento tan potente si no es para fines
comparativos especificos (Zimmermann 1983).

Los opioides actuan principalmente a nivel central, activando los receptores
M-opioides, tanto en médula espinal como en cerebro, siendo mas utiles en dolor
neuropatico y nociceptivo severo (Yaksh y Wallace 2011). En contraste, los AINEs
tienen un mecanismo periférico y son utiles para evaluar el dolor inflamatorio agudo,
que es el que predomina en los modelos de acido acético y formalina.
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En la prueba del acido acético, la decoccion de Lygodium venustum mostré una
inhibicién significativa del dolor, destacandose la concentracion alta, que alcanzé un
82.32% de inhibicion, comparada con el 84.35% de la indometacina. Este resultado
sugiere que la decoccidn posee una eficacia analgésica comparable al farmaco de
referencia. Resultado similar se obtuvo en una investigacién realizada por
Razafin-drabazo et al. (2020), sobre extractos metandlicos y decocciones de
Lygodium lanceolatum, reportando que tanto los extractos como las decocciones
presentaron una accion analgésica dependiente de la dosis sobre la respuesta de
retorcimiento. Todos los extractos en diferentes dosis disminuyeron
significativamente el numero de retorcimientos, siendo la dosis mas alta con un
mayor porcentaje de inhibicién, similar al farmaco de referencia, asi como también la
dosis mas alta de las decocciones.

Un estudio del extracto metandlico de hojas de Lygodium microphyllum Cauv.
(MELM), realizado por Alam et al. (2021), evalu6 el efecto analgésico de las
concentraciones de 200 y 400 mg/kg, utilizando la prueba de &acido acético.
Obteniendo como resultado un efecto moderado en comparacion con el farmaco
estandar diclofenaco, demostrando que el extracto puede tener efectos inhibidores
del dolor periférico. Sin embargo, aunque el efecto es moderado la concentracion
poco mas efectiva fue la mayor, es decir 400 mg/kg.

Segun Razafin-drabazo et al. (2020), se ha demostrado que los flavonoides
contribuyen a la actividad antinociceptiva de otros extractos de plantas. Las
actividades analgésicas y antiinflamatorias de dichos compuestos estan
relacionadas con la inhibicion del factor nuclear kappa B, el cual se encarga de
regular la expresion de genes, controlando los procesos celulares como la
inflamacion, asimismo, tienen un efecto inhibidor en la COX-2 y COX-1,
demostrando analgesia (Ferraz et al. 2020). Por lo tanto, se puede inferir que la
presencia de dichos metabolitos en ambas especies pueden aportar una actividad
antinociceptiva.

Para la prueba de formalina la concentracion mas alta de la decoccion de Lygodium
venustum mostro resultados favorables en la inhibicién de la segunda fase, con un
porcentaje de 91.97%, superando al farmaco de referencia, demostrando su
potencial analgésico. En el mismo estudio realizado por Alam et al. (2021), del
extracto metandlico de hojas de Lygodium microphyllum Cav. (MELM), en la prueba
de formalina, el extracto metandlico se administré6 en dosis de 200 y 400 mg/kg,
mostrando una actividad antiinflamatoria moderada. El tiempo de lamido disminuyo
de manera dependiente de la dosis en ambas fases y el extracto causé una
inhibicién significativa del lamido (p<0.05) tanto en la fase temprana como en la
tardia, sin embargo, el ibuprofeno mostré una inhibicion mayor que las dosis
aplicadas. Indicando que, aunque la efectividad del extracto es moderada, la dosis
mayor de 400 mg/kg es la mas eficaz, sin superar al ibuprofeno.
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En la investigacion de Mondal et al. (2016), evaluaron los efectos analgésicos
mediante la prueba de formalina, usando dosis de 200 y 400 mg/kg del extracto
etandlico de las partes aéreas de Macrothelypteris torresiana. Demostrando un
efecto analgésico significativo, reduciendo el tiempo de lamidas en ambas fases
(temprana y tardia), en comparacion con el medicamento de referencia (aspirina).
Estos resultados podrian deberse a los flavonoides presentes en el extracto
etandlico de las partes aéreas de la planta, responsables del efecto analgésico al
inhibir la sintesis, liberacion o respuestas de los receptores mediados por la
prostaglandina.

Por otro lado, Adiantum cuneatum es otra especie de helecho registrada en pruebas
de analgesia, especialmente la prueba de formalina. Bresciani et al. (2003)
trabajaron con cuatro compuestos de la fraccion hexanica del extracto de hojas
secas: filiceno, filicenal, adiantol e isoadiantona, evaluando los efectos analgésicos
del filiceno y el filicenal. El primero de ellos, inhibié ambas fases del dolor, mientras
que el filicenal solo la fase inflamatoria. Sin embargo, ambos compuestos mostraron
una actividad similar a la de los farmacos estandar en la segunda fase de la prueba
de formalina. Los resultados indicaron que Adiantum cuneatum produce compuestos
activos, especialmente triterpenos, que actuan como analgésicos en modelos de
dolor en ratones, lo cual confirma y justifica su uso en la medicina popular de Brasil
para tratar el dolor. Asimismo, se ha demostrado que Lygodium venustum también
presenta triterpenos entre sus metabolitos (Morais-Braga et al. 2012) posibilitando la
obtencion de resultados positivos de este estudio.

El metabolismo celular engloba las reacciones quimicas necesarias para la vida. Las
plantas, como organismos autétrofos, poseen, ademas del metabolismo primario, un
metabolismo secundario que les permite sintetizar compuestos organicos de
estructura compleja y funciones especializadas. Estos metabolitos secundarios,
exclusivos de cada grupo taxondmico, presentan una amplia gama de actividades
bioldgicas y son la base de numerosos productos naturales de interés industrial y
farmacéutico (Avalos y Perez-Urria 2009). Algunos de los grupos de metabolitos
secundarios mas conocidos son: flavonoides, taninos, terpenos, lignanos,
saponinas, alcaloides, polifenoles o cumarinas, entre otros (Lustre 2022).

Villanueva et al. (2013), realizaron un estudio fitoquimico de 45 extractos etandlicos
de 39 especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional de la costa atlantica
colombiana, con el fin de caracterizar los metabolitos secundarios presentes. Una
de las especies estudiadas fue Lygodium venustum. Cuyo extracto etandlico del
tallo presentd alcaloides, taninos, glicosidos cardioténicos, triterpenos/esteroides y
quinonas. Mientras que en el extracto etandlico de las esporas, se obtuvo
metabolitos similares al tallo, con excepcién de taninos; ademas, se detectaron
cumarinas, flavonoides y saponinas

Por tanto, Pérez-Alonso y Jiménez (2011), afirma que los terpenos, compuestos
fendlicos y nitrogenados tienen aplicaciones farmacéuticas considerables, tales
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como efectos analgésicos, antibacteriano, antihepatotdoxicos, antioxidantes, y
antitumorales. Los alcaloides en dosis bajas funcionan como relajantes musculares,
tranquilizantes y analgésicos (Hernandez-Alvarado et al. 2018). Asimismo, los
triterpenos también actuan como analgésicos (Bresciani et al. 2003).

A partir de la informacion disponible, se puede inferir que ciertos metabolitos
presentes en Lygodium venustum podrian ser los responsables de los resultados
positivos observados en este estudio, demostrando signos alentadores de
efectividad contra el dolor. No obstante, se requieren investigaciones mas
exhaustivas para confirmar sus propiedades analgésicas.
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8. CONCLUSIONES

La prueba de toxicidad aguda de la decoccion de las hojas de Lygodium venustum
en su concentracion mas alta, 4 gramos, no generd efectos significativos en el peso
corporal, peso de érganos ni alteraciones en la superficie, color o consistencia de
los 6rganos, indicando la posibilidad de la baja toxicidad del helecho.

En el estudio analgésico, la prueba de acido acético demostré que la concentracion
alta obtuvo un porcentaje de inhibicién al dolor favorable pero sin superar al farmaco
de referencia, indometacina. Mientras que en la prueba de formalina, durante la
primera fase, dicho farmaco no mostro la eficacia esperada, siendo su porcentaje de
inhibicion de 1.68%. Se debe de recordar que segun Henriques et al. 2014, la
indometacina al ser un farmaco de accioén periférica tiene un mejor éxito inhibiendo
la segunda fase de la prueba.

En la fase I, se observd que la accion de la concentracion alta resultd ser un poco
mas favorable que el farmaco indometacina. Asimismo, la concentracion baja obtuvo
un porcentaje de inhibicion mayor al 80%, sin superar la accion del farmaco. Por
ende, a pesar de que la decoccion de las hojas de Lygodium venustum, en sus dos
concentraciones, expresen resultados favorables no se puede asegurar en su
totalidad que posean un efecto analgésico y sea un sustituto de farmacos de la
misma indole.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales de toxicidad sobre Lygodium venustum, empleando
especificamente el método de dosis continua, con el objetivo de determinar si esta
planta presenta efectos adversos en tiempos mas prolongados. Estos estudios
deberian ofrecer informacion detallada sobre los efectos que podria tener la planta o
confirmar que no es toxica. Ademas, es crucial complementarlos con analisis de
bioquimica sanguinea, hematologia e histopatologia para obtener una evaluacion
integral de los efectos fisiologicos y patoldgicos inducidos por la planta.

Evaluar extractos acuosos y etandlicos de Lygodium venustum en futuras
investigaciones con el objetivo de confirmar sus propiedades farmacolégicas. Al
llevar a cabo estudios con dichos extractos, se logra una evaluacién mas precisa del
contenido vegetal.

Implementar diversos modelos de dolor agudo en ratones de laboratorio, tales como
el test de plato caliente, el retiro de cola y la inmersion de la cola en agua caliente,
entre otros. Estos modelos permitiran validar de manera mas efectiva la actividad
analgésica inducida por los extractos de Lygodium venustum.

Llevar a cabo mas investigaciones cientificas sobre las propiedades farmacoldgicas
que pueden tener las pteridofitas en El Salvador, debido a la amplia diversidad de
especies que pueden contener metabolitos que podrian ofrecer soluciones
innovadoras para el tratamiento de diversas enfermedades y/o dolencias.
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11- ANEXOS:

Anexo 1. Diagrama de flujo del estudio de observacion.

ANNEX 2: FLOW CHART FOR THE SIGHTING STUDY

Etarting dosa: §

START
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
Smgikg S0 mgikg 300 mgikg 2000 mgfkg®

Phd.
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Category 1 *
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s

-

s

¢7 START ﬁ —¢
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Main Sudy starting Dose [mgkg) l 5 5 50 1] 300 300 2000 2000 |
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evident toxicity

* for outcome CD at 5 mgikg there |s an optional supplementary
procedure to confirm the GHS classification: see paragraph 20.

Mo toxicity
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Fuente: OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS
Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure.
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Anexo 2.

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Tabla de registro para consumo de

alimento y agua.

Consumo porcentual de alimento y agua

Grupo Inicial (g) Semana 1 % Final % Ct (%)
Comida
Control —
(Agua Agua Inicial (mL)
destilada)
Comida | Inicial (g) Semana 1 % Final % Ct (%)
Tratamiento
(Lygodium
venustum)
1 mL/100 g Agua
Inicial (mL)
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Anexo 3.

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR.

Hoja de registro de peso corporal semanal

Protocolo: Concentracion o dosis: Via o administracion:
Especie: Cepa: Sexo: Fecha de inicio: Fecha final:
Grupo Animal Peso inicial Semana 1 Semana 2 (quitar) Peso final Peso porcentual
Grupo control 1
2
3
4
Promedio
Grupo tratamiento 1
2
3
4

Promedio

Responsables de la prueba: Daniela Argueta y Bryan Chavez.
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Anexo 4.
LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD ENSAYOS DE TOXICIDAD

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR. HOJA DE OBSERVACIONES CLINICAS DE 14 DIAS

Protocolo: Sustancia de ensayo: Concentracion o dosis:

Fecha de inicio: Fecha final: Semana n’; Via de administracion:

Sexo: Especie: Cepa: Edad inicial: Grupo: Control | Tratamiento
Paramefros de toxicidad Amimal 1 Animal 2 Amimal 3 Animal 4

o
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
1
n
n
[
=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]
[=]

Alaxia

Deshidratacion

Diarrea

Paralisis

Filo-ereccion

Respiracion m

Salivacion

Sialomea

Tremores y convulsiones

WVasodilatacion periférica

Actividad motora -

Aparniencia de piel *

Ojos y membranas Mucosas -

Reaccion a estimulos «




Clave:

a: AUSENCIA

p: PRESENCIA

m 0 Normal 1 Acelerada

O 0 Normal 1 Acelerada

+ 0 Normal 1 Enrojecimiento
Observaciones:

2 Disminuida
2 Exagerada
2 Sequedad

3 Excesiva humedad

Responsables de la prueba: Daniela Argueta y Bryan Chavez.
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Anexo 5.

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Protocolo:

HOJA DE OBSERVACIONES POST MORTEM

Sustancia de ensayo

Via administracion: Especie:

Grupo: Control Tratamiento
Identificacion Animal

No. de jaula No. de Animal (es) Sexo:

Promedio de peso: Edad:

Muerte: Programada () No programada () Método eutanasico:

Cepa: Sexo

Especie: Cepa:

Fecha de necropsia:

Examen interno.

SUPERFICIE COMSISTENCIA

COLOR TAMANO (cm) PESO
(gl

ORGANO lapimal [ a1 [ a2z [ as [ as | a1 | a2 | a3

A4

Al AZ A3 Ad Al A2 A3 Ad Al AZ A3 Ad

HiGADO

CORAZON

FULMOMES

BAZC

RIFGM

ESTOMAGO

INTESTING
DELGADC

INTESTING
GRUESC
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Clave.

Superficie: L. Lisa A. Aspera G. Granula
Consistencia: F. Firme Q. Quebradizo E. Esponjoso
Color: H. Homogéneo M. Manchado

Examen externo (en caso de muerte no programada)

Condicién corporal:  Buena Regular Mala

Observaciones:

Lesiones: Si No

Descripcidn

Ar. Arrugada

Responsables de la prueba: Daniela Argueta y Bryan Chavez.
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Anexo 6.

Laboratorio de experimentaciéon animal
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
Universidad de El Salvador

Tabla para el método de estiramiento por inducciéon de AC . Acético

Hoja de observaciones

DESCRIPCION GENERAL

Sustancia tratamiento: Via de administracion: Concentracién o dosis:
Especie: Sexo: Cepa:
Sustancia inductora del dolor: Via de administracion: Concentracion o dosis:
N° de raton Peso (g) Administracion del Induccion a dolor (hora) Numero de
tratamiento (hora) contracciones
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Anexo 7.

Laboratorio de experimentaciéon animal
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
Universidad de El Salvador

Responsables de la prueba: Daniela Argueta y Bryan Chavez.

Tabla para el método de formalina

Hoja de observaciones

DESCRIPCION GENERAL

Sustancia tratamiento:

Especie:

Via de administracion:

Sustancia inductora del dolor:

Sexo:

Concentracién o dosis:

Cepa:

Via de administracion:

Concentracion o dosis:

N° de ratén

Peso ()

Administracion
de tratamiento
(Hora)

Induccion a
dolor (Hora)

FASE 1 FASE 2
Tiempo de N° de veces Tiempo de N° de veces
lamidas (total) | de lamidas |lamidas (total) | de lamidas
(total)

Responsables de la prueba: Daniela Argueta y Bryan Chavez.
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