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RESUMEN

Con el interés de profundizar en el conocimiento de los productos naturales que
pudiesen intervenir en la espermatogénesis afectando parametros de calidad
espermatica, en este trabajo se evalud la calidad de la funcién reproductiva a
ratas macho Wistar, las cuales se dividieron en grupos a los que se les
administro extractos metandlicos de Cynodon dactylon, Lippia graveolens
H.B.K., Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica, a una concentracion de 50 mg/kg,
seleccionando estas especies vegetales por sus antecedentes de actividad
contra la reproduccion a nivel empirico y cientifico, asi mismo se manejaron
controles positivos (ratas expuestas con Undecanoato de Testosterona) vy
negativos (Agua destilada). El extracto que presento mayor bioactividad a nivel
reproductivo fue el extracto metandlico de Opuntia ficus-indica, afectando los
niveles séricos de testosterona por encima de los demas grupos, la
concentracion, movilidad y viabilidad espermatica, en este grupo comparado
con los demas grupos tratamiento, presento una disminucién marcada en
dichos parametros, siendo la concentracion espermatica de 10.80 x108 Cel/mL,
motilidad de 28.6 % y una viabilidad de 31.8 %, asi mismo este grupo presento
mayor efecto genotdxico en los espermatozoides por medio del ensayo cometa
con 349.20 Unidades arbitrarias (UA). Los testiculos de las ratas evaluados por
medio de métodos histolégicos en el grupo de Lippia graveolens y Opuntia
ficus-indica mostraron espacios denominados cisternas, los cuales ocasionan
un arresto en la produccion de espermatozoides en el haz de luz de los tubulos
seminiferos produciendo efectos en la calidad espermatica y estructura
testicular. En base a los resultados obtenidos con este extracto se realizaron
particiones con solventes de distinta polaridad como cloroformo y hexano y se
evaluaron nuevamente los parametros ya mencionados resultando la particion
soluble en cloroformo la mas bioactiva.

Estudios complementarios deben de ser propuestos para la evaluacién de la
fertilidad completa y reversible con estos extractos y otras fracciones de estas
plantas.



ABSTRACT

In the interest of deepening the knowledge of natural products which may be
involved in spermatogenesis affecting sperm quality parameters in this work was
evaluated the quality of reproductive function in Wistar male rats , which were
divided into groups that were administered methanol extracts of Cynodon
dactylon, Lippia graveolens HBK, Tagetes lucida and Opuntia ficus -indica, at a
concentration of 50 mg / kg, plants were selected according for their empirical
and scientific history against reproductive activity, so it is managed positive
controls (rats exposed to testosterone undecanoate) and negative control (
distilled water ) .

The higher reproductive bioactivity level was the in the methanolic extract of
Opuntia ficus -indica, affecting serum testosterone levels above other groups,
sperm concentration, sperm motility and viability, in this group compared with
the other treatment groups, presented a marked decrease in these parameters,
being the concentration of 10.80 x10° Cel sperm / mL , motility of 28.6 % and a
viability of 31.8 %, also this group had higher genotoxic effect on sperm through
comet assay with 349.20 arbitrary units (AU). The testes of rats assessed by
histological methods in the group of Lippia graveolens and Opuntia ficus-indica
showed spaces called cisterns, which cause an arrest in the production of sperm
in the light beam of the seminiferous tubules, producing adverse effects on
sperm quality and testicular structure. Based on the results obtained with
Opuntia ficus-indica extract, were performed partitions with different polarity
solvents as chloroform and hexane and reassessed parameters resulting
chloroform the more bioactive.

Further studies should be proposed for full fertility evaluation and reversible with
these extracts and other fractions of these plants.



1. INTRODUCCION

El semen normal es una mezcla de espermatozoides suspendidos en las
secreciones testiculares y epididimarias, que luego se combinan con las
secreciones prostaticas, de las vesiculas seminales y de las glandulas
bulbouretrales. El analisis seminal por tanto permite dar informaciéon sobre la
espermatogénesis y la condicién fisiologica de los tejidos comprometidos
(Aitken, 2010). En la década de los 50, MacLeod & Gold (1953) comenzaron a
comparar los seminogramas de personas fértiles con pacientes con problemas
para concebir un hijo, encontrando una estrecha relacion entre la concentracién
espermatica, la motilidad de ellos y su influencia en la capacidad fecundante de
los varones en estudio. En los ultimos afos el andlisis seminal continta siendo
una de las mejores herramientas en la investigacion de la fertilidad masculina y
la que brinda la mejor informacién previa para evaluar la calidad reproductiva de
los varones (Espinoza-Navarro y Sarabia, 2011), dentro del campo de la salud
reproductiva, la infertilidad implica una deficiencia que no compromete la
integridad fisica del individuo ni amenaza su vida (Brugo-Olmedo y col, 2003).
Se han investigado varios enfoques posibles para la induccién de la infertilidad
durante un largo periodo, incluidos los métodos quimicos, inmunolégicos vy
hormonales. Sin embargo, ningun método es eficaz y libre de efectos
secundarios. Investigaciones sobre el desarrollo de un anticonceptivo hormonal
para los hombres, analogos a los estrogenos y las pildoras de progesterona
utilizadas con tanto éxito por las mujeres se han llevado a cabo debido a que
los preservativos y la vasectomia tienen cada uno deficiencias (Amory y col,
2006).

Para los paises desarrollados y subdesarrollados el crecimiento de la poblacion
esta afectando no solamente la economia sino también los aspectos sociales
(Gopalkrishnan y Shimpi, 2011; Amory, 2008). Actualmente muchos gobiernos y
dependencias no gubernamentales se encuentran trabajando para controlar el
crecimiento desmedido de la poblacién. A pesar de esto, en los Ultimos anos, la
poblacién estd aumentando a un ritmo alarmante (Amory, 2008). La poblacion



mundial supera los 7 mil millones de habitantes y estd aumentando en 80
millones al afo. En muchas partes del mundo, la superpoblacién es la causa
principal del sufrimiento humano y la degradacion del medio ambiente. Gran
parte de este crecimiento de la poblacién es poco deseado. Organizaciones de
Planificacién familiar estiman que la mitad de todos los embarazos no son
planeados y la mitad de los embarazos resultantes son no deseados (Amory y
col, 2006). Esto ultimo ocasiona aumento de las tasas de aborto, nifios no
deseados, incremento de la pobreza y abandono. Por consiguiente existe la
necesidad de un mejor acceso a los anticonceptivos existentes, una mejor
educacion sexual y una mayor opcién en la seleccidn de anticonceptivos
(Amory y col 2006; Alvarez-Gémez, 2007).

Una de las causas en el aumento de la poblacién se debe a que la mayoria de
los anticonceptivos estan disponibles s6lo para las mujeres y las opciones para
controlar la concepcién en los hombres son limitadas, principalmente el uso del
condén y la vasectomia (Amory y col 2006; Amory, 2008; Bajaj y Gupta, 2011).
A pesar de esto, los hombres representan actualmente un tercio del uso de
anticonceptivos (Amory y col 2006). En un estudio que realizé la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) encontré que entre el 45 y el 71 por ciento de los
hombres daria la bienvenida a un anticonceptivo seguro, reversible,
conveniente y sin cirugia, que se podria utilizar por separado de las relaciones
sexuales (Bhatt y col, 2007).

Los productos de plantas medicinales tienen una larga historia de uso en la
India, China y otras regiones del mundo aunque no en todos los casos se han
realizado investigaciones cientificas que validen su uso (Khillare y Shrivastav,
2003).

Histéricamente desde el siglo XIX las plantas han contribuido en el desarrollo de
los anticonceptivos orales femeninos, pero la busqueda de nuevos
anticonceptivos masculinos se encuentra en wuna etapa incipiente
(Gopalkrishnan y Shimpi, 2011).

La regulacién de la fecundidad con plantas o preparados de plantas han sido
reportadas en la literatura médica antigua de los pueblos indigenas. Un gran



namero de especies de plantas con efectos anticonceptivos han sido analizados
en China y la India hace unos 50 afnos y se reforzaron posteriormente por los
organismos nacionales e internacionales (Mali y col, 2002).

En Meéxico son pocas las fuentes que reportan métodos anticonceptivos
tradicionales, en razén de que existen grandes prejuicios, tanto religiosos como
morales, asi como temor a enfermedades de transmisién sexual y trastornos
que pudieran sobrevenir por su uso. Sin embargo, determinantes de tipo
econdmico son generalmente los que propician la necesidad de prevenir un
nuevo embarazo (UNAM, 2009).

La flora del semidesierto chihuahense ha sido poco estudiada y la literatura
cientifica aporta pocas referencias sobre su actividad farmacoldgica. Por el
interés de profundizar en el conocimiento de la flora mexicana y su posible
contribucion a la etnofarmacologia, se disefi6é este trabajo con el objetivo de
evaluar la actividad bioldgica sobre la fertilidad de la rata macho con la
administracion oral de los extractos de Cynodon dactylon, Lippia graveolens,
Tagetes Ilucida y Opuntia ficus-indica que crecen en el Norte de México. Estas
especies vegetales pueden contener metabolitos secundarios con potencialidad

para desarrollar nuevas farmacos antifertilidad.



2. HIPOTESIS

La administracion oral de los extractos metandlicos de Cynodon dactylon,
Lippia graveolens, Tagetes lIucida y Opuntia ficus-indica influye sobre la
liberacién de testosterona afectando la calidad espermatica y la estructura

testicular de ratas macho Wistar.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los extractos metandlico de Cynodon dactylon, Lippia
graveolens, Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica sobre la funcion testicular y
calidad espermatica en ratas macho Wistar.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Colectar el material vegetativo.

2. Obtener los extractos metandlicos por maceracion de hojas secas de
Cynodon dactylon, Lippia graveolens H.B.K., Ceterach officinalis,
Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica.

3. Determinar en forma parcial, mediante pruebas coloridas los grupos
funcionales presentes en los extractos.

4. Determinar la actividad téxica in vitro de los extractos crudos por medio
del ensayo con nauplios de Artemia salina en microplaca.

5. Evaluar la actividad de los extractos metandlicos de las plantas en
estudio sobre los niveles séricos de las hormonas reproductivas de las
ratas.

Valorar la calidad espermatica de las ratas expuestas y los controles

7. Valorar la integridad del material genético del espermatozoide de las
ratas expuestas y controles por medio del ensayo cometa.

8. Evaluar histolégicamente los testiculos de las ratas expuestas

9. Fraccionar los extractos metandlicos que presentan actividad biolégica
sobre la reproduccién con solventes de distinta polaridad.

10.Identificar los grupos funcionales de las fracciones de los extractos por
cromatografia de gases acoplado a masas.



4. ANTECEDENTES

4.1 Plantas medicinales

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud una planta medicinal se
define como cualquier especie vegetal silvestre o cultivada que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos curativos y cuyos
principios activos pueden servir como precursores para la sintesis de nuevos
farmacos. Desde tiempos remotos, los pueblos primitivos atribuian los efectos
curativos de las plantas a la intervencién de alguno de sus Dioses. Se calcula
que aproximadamente el 80 % de la poblacién mundial al menos en alguna
ocasion ha utilizado las plantas medicinales como recurso terapéutico primario
para el cuidado de la salud (Farnsworth, 1997). Algunos autores sostienen que
el uso de las plantas medicinales esta sustentado en la acumulacion vy
transmision de experiencias de generacion a generacion durante cientos de
anos (Kamboj, 2000), y en muchos casos es el mas importante recurso de la
atencion primaria de la salud sobre todo de las comunidades indigenas vy
rurales (Sukh, 1999). Un claro ejemplo se presenta en China, en donde la
atencién primaria de la salud se sustenta en el uso del conocimiento milenario
de las plantas medicinales (Zanoli et al., 2009). Los cientificos han descubierto
y desarrollado drogas efectivas para el tratamiento de diversas afecciones a
partir de compuestos aislados de diferentes plantas (Barquero, 2007).

La investigacion cientifica de las plantas utilizadas en medicina tradicional con
un enfoque multidisciplinario se ha incrementado en todo el mundo, una gran
variedad de especies se han estudiado y se ha acumulado suficiente evidencia
cientifica sobre sus propiedades farmacoldgicas (Dahanukar y Kulkarini, 2000).
Con este conocimiento, la industria farmacéutica a partir de los ingredientes
activos aislados de las plantas ha logrado sintetizar aproximadamente el 25 %
de los medicamentos mas exitosos del mercado, por ejemplo la aspirina y el
tamoxifén (Tripathi 2003).



La Etnobotanica reune informacion dentro de una estructura cientifico
tecnoldgico de los recursos naturales a través de los cuales pueda contribuir a
la ejecucién de diversos planes de desarrollo en cualesquier nacién, siendo
especialmente util en la planificacion del desarrollo de aquellas regiones donde
se obtuvieron los datos. La etnobotanica se ha definido como el estudio de las
interrelaciones entre el hombre primitivo y las plantas o “la totalidad de la gente
con las plantas en una cultura y la interaccion directa de la gente con esas
plantas" (Gonzalez-Chavez, 2008).

4.2.1 Metabolitos secundarios de las plantas medicinales

Los compuestos quimicos de las plantas son de estructura diversa y segun su
naturaleza quimica se clasifican en compuestos procedentes del metabolismo
primario y del metabolismo secundario. Los principios biolégicamente activos
derivados del metabolismo secundario han jugado un rol muy importante en la
aportacion de precursores de medicamentos para tratar diversas enfermedades
(Sukh Dev. 1999). Los constituyentes quimicos presentes en las plantas son
parte importante de su fisiologia y se ha comprobado que desde el punto de
vista bioquimico, muestran cierta compatibilidad a nivel molecular con el cuerpo
humano, modificando alguna o varias funciones. Los compuestos del
metabolismo secundario son de interés por su actividad biol6gica conforman los
siguientes grupos; fenoles simples y acidos fendlicos, quinonas, flavonas,
flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides, aceites esenciales, polipéptidos y
otros grupos aun sin clasificar (Kuklinsky, 2000).

A pesar del gran avance en la fitoquimica, todavia hay un vacio en el
conocimiento completo de la composicién quimica de las plantas, lo que es
motivo para la busqueda de nuevos compuestos quimicos y su relacion con la
actividad bioldgica, para ello el aislamiento e identificacion de los constituyentes
vegetales en la actualidad se realiza con mayor exactitud y rapidez con el
desarrollo de mejores y nuevas herramientas en quimica analitica. Algunas de
las técnicas analiticas utiles son la cromatografia en sus diferentes variedades,
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los analisis espectrales de resonancia magnética nuclear, el analisis infrarrojo y
la espectrometria de masas (Harvey A, 1999; Hostettmann et al,, 1997). La
cromatografia de gases-masas es una técnica de alta especificidad que se
aplica a sustancias volatiles o que pueden dar derivados volatiles, trabaja con
altas temperaturas en un horno a diferentes gradientes de temperatura, es una
técnica cuya plataforma es de utilidad para establecer el perfil fitoquimico de las
especies vegetales (Lytovchneko et al., 2009).

4.2.2 Plantas medicinales que modifican la fertilidad

A pesar del avance de la medicina occidental, todavia no se han desarrollado
medicamentos seguros Yy eficaces para tratar algunas enfermedades como la
diabetes, diversos tipos de cancer, la enfermedad de Alzhéimer, HIV-SIDA entre
otras, quizd algunas plantas aun no estudiadas cientificamente, pueden
contener sustancias activas para dichas enfermedades (Kamboj, 2000).

En reproduccion humana, se presenta la oportunidad de buscar en la medicina
tradicional y especialmente en plantas medicinales, nuevas alternativas de
regulacion de la fertilidad (Talwar et al., 1997). La importancia de los agentes
espermicidas como método regulador de la fertilidad, unido a la existencia en la
literatura cientifica y en el conocimiento popular de la diversidad vegetal que
tienen efectos espermicidas, permite pensar en una propuesta interesante para
un método regulador de la fertiidad de origen vegetal, que conserve las
conocidas ventajas espermicidas sin el problema de la citotoxicidad contra el
epitelio (Shakti et al., 1993). Algunas de las plantas con actividad en la fertilidad
segln Alvarez-Gémez et al., (2007) son las siguientes: Abrus precatorius
(chocho de pinta negra), Albizia lebbeck (carbonero de sombrio o dormilén),
Aloe vera (penca sabila), Ananas comosus (pifa), Anethum graveolens
(eneldo), Apium graveolens (apio), Azaridactha indica (arbol del neem) (Shakti
et al., 1993), Bursera fagaroides (cuijote), Calendula officinalis (El botén de oro,

corona de rey, caléndula, caldo, flamenquilla, flor de difunto, maravilla, rosa de
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muertos o cempasuchitl), Carica papaya (papaya), Citrus limén (limén),
Cdrcuma longa (azafran de la India), Cyclamen persicum y primula vulgaris
(violetas de los andes y primaveras), Eupatorium brevipes, Gypsophila
paniculata (paniculata, velo de novia o gqiséfila), Momordica charantia
(balsamina o sibicogén), Passiflora edulis (maracuya o fruta de la pasion),
Pitthecellobium saman (saman o arbol de lluvia).

En las pasadas décadas, se ha enfocado en la investigacion y desarrollo de un
inhibidor de la fertilidad masculina, que sea efectivo y seguro, que produzca
azoospermia reversible, incluida la induccion de la infertilidad por supresion de
la produccion espermatica por métodos hormonales y no hormonales (Lopez et
al., 2005). Recientemente, en la regulacion de la fertilidad se han utilizado
productos derivados de plantas con baja toxicidad (Singh A y Singh SK, 2008).
En estudios realizados en la semilla de soya, asociaron los compuestos
Cenisteina, Dadzeina, 17B-Estradiol y Diethylstilbestrol con la modificacién de
los mecanismos de la biosintesis y liberacion de la hormona liberadora de la
gonadotropina hipotaldmica (GnRH) y sobre las gonadotropinas pituitarias LH y
FSH que estan asociadas con la fertilidad (Huang, 1999).

Estudios realizados en ganado vacuno, han demostrado que la incorporacién de
Cynodon dactylon (Pasto Bermuda) en la dieta, lleva a una disminucién de la
taza de reproduccién (Banta et al., 2008). Por otro lado, estudios etnobotanicos
realizados en México y en la zona mediterranea de Europa, reportan el uso
tradicional de Ceterach officinarum (Doradilla), como método de anticoncepcion,
sin que este haya sido probado completamente (Guarrera, 2008; Marquez et al.,
1999). Lo mismo se puede decir de los estudios con extracto de Lippia
graveolens (orégano), el cual se conoce que puede llegar a ser toxico en altas
dosis y la creencia tradicional de que ingerido en té tiene efectos sobre la
reproduccion (Longe, 2005). Existe evidencia empirica de que comunidades en
el Estado de Durango utilizan Tagetes lucida (yerbanis) y Opuntia ficus-indica
(nopal), como métodos de control reproductivo. De acuerdo a lo anterior, existe
evidencia de las propiedades anticonceptivas de estas plantas, aunque ninguna
ha sido comprobada cientificamente (Gonzalez et al., 2004).
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4.3 Hormonas dependientes del eje hipotalamo-hipofisis-génadas

La mayoria de las funciones del eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas estan
implicadas en el desarrollo de las caracteristicas sexuales primarias vy
secundarias y del control de la gametogénesis y de la reproduccién, las
funciones de los testiculos y los ovarios se regulan por hormonas
gonadotrépicas segregadas por la adenohipdfisis (Voet et al., 2006). Las
gonadotropinas estimulan en las goénadas la secrecion de sus hormonas
esteroideas sexuales, y estas hormonas esteroideas, a su vez, ejercen un
efecto inhibidor sobre la secrecidn de las gonadotropinas (Murray, et al., 2010).
La adenohipéfisis produce y segrega dos gonadotropinas; FSH (hormona
estimulante del foliculo) y LH (hormona luteinizante). Aunque estas dos
hormonas reciben el nombre de acuerdo con sus acciones en la mujer, las
mismas hormonas son segregadas por la hipdfisis del varon. Las
gonadotrofinas ejercen tres efectos fundamentales sobre las goénadas: 1)
estimulacién de la espermatogénesis u ovogénesis, 2) estimulacién de la
secrecion hormonal gonadal y 3) mantenimiento de la estructura de las gbnadas
(Lehninger, et al., 1993). La secrecidén de LH y de FSH por la adenohipdfisis se
estimula por una hormona producida por el hipotalamo y segregado a los vasos
porta hipotdlamo hipofisarios. Ademas de las hormonas esteroideas, los
testiculos y los ovarios segregan una hormona polipeptidica denominada
inhibina. La inhibina se segrega por las células de Sertoli de los tubulos
seminiferos en los varones y por las células de la granulosa de los foliculos
ovaricos en las hembras. Esta hormona inhibe de forma especifica la secrecidén
adenohipofisaria de FSH sin afectar la secrecion de LH. Aunque las
interacciones de hipotalamo-hipdfisis-génada son similares en ambos sexos,
existen importantes diferencias. La secrecion de las gonadotropinas y de los
esteroides sexuales es mas o menos constante en los varones adultos (Stuart,
2003).
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4.4 Daio al ADN en Células Espermaticas por Ensayo Cometa

La genotoxicidad es el resultado nocivo de la interaccién de agentes quimicos o
fisicos con el aparato hereditario de la célula, y se manifiesta como alteraciones
genéticas y/o cambios en el numero o estructura de los cromosomas, que
pueden incorporarse en generaciones celulares subsecuentes Ilamadas
mutaciones (Clayson y Grant, 1992). La determinaciéon genotdxica ya sea en
compuestos naturales con fines terapéuticos, resultan una herramienta util para
la identificaciéon de riesgos a la salud humana y poder desarrollar medidas de
prevencién y control ya que las mutaciones que alteran la expresion génica se
consideran como un rasgo comun de todos los canceres, aunque muchas de
ellas pueden ser ventajosas o0 neutras y no ocasionar manifestaciones
patologicas (Cortinas y Aguirre, 1990). La técnica del ensayo cometa se trata de
una aplicacion particular de la técnica de electroforesis de ADN que se utiliza de
forma rutinaria en biologia molecular pero trasladada al campo de la biologia
celular. En este caso, el ADN de un nucleo es provisto de proteinas y que
contenga roturas en su ADN, serd movilizado con mayor eficacia hacia el polo
positivo del campo eléctrico y esta movilizacién se relacionara con el tamano
de los fragmentos que contenga el ndcleo (Singh, et al., 1988). La metodologia
requiere la inclusion de una muestra de espermatozoides en un microgel de
agarosa sobre un portaobjetos, para someterlo a una solucién de lisis que
contenga un agente reductor de los grupos sulfihidrilo que se encuentran en las
protaminas del espermatozoide. Estos nucleos desproteinizados se someten a
electroforesis para luego ser tefiidos con sustancias fluorescentes especificas
para el ADN, tales como el DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole), IP (loduro de
Propidio) o SYBR-GREEN (Synergy Brand). EI ADN fragmentado se desplazara
por la accién del campo eléctrico y generara una imagen similar a la cola de un
cometa. Aquellos espermatozoides con su ADN integro no producen
fragmentos de ADN y sélo generan imagenes de colas discretas. Aquellos
nucleos que tienen su ADN dafado muestran un claro desplazamiento de los
multiples fragmentos de ADN. Esta técnica puede ser conjugada con

13



hibridacién in situ y de esta forma se puede estudiar el dafo diferencial en
secuencias de ADN de forma especifica. Combinado con electroforesis
bidimensional y utilizando distintas condiciones desnaturalizantes, se podria
evaluar el dafio producido en ADN de cadena doble o sencilla, para una
correcta interpretacion de los resultados, se realiza un analisis de imagen con
un software especifico para que la prueba pueda tener cierto nivel de
objetividad (Singh et al., 1988).

4.5 Prueba de ELISA para la determinacion de los niveles séricos de

hormonas

El procedimiento sigue el principio basico del inmunoensayo, que consiste en la
competicidn entre un antigeno sin marcar y otro marcado con enzimas unidos a
los lugares de unién de los anticuerpos. La cantidad de antigeno marcado con
enzima que se une al anticuerpo es inversamente proporcional a la

concentracion del analito no marcado presente (Gonzalez et al., 1999).

4.6 Bioensayos de Toxicidad

Un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba que involucra
organismos vivos, permite realizar mediciones experimentales del efecto de
agentes quimicos en sistemas bioldgicos, estableciendo relaciones de
concentracion-respuesta bajo condiciones controladas, al llevar a cabo
bioensayos es necesario llevar a cabo estandarizaciones de referencia (EPA,
2002). El principal objetivo de este tipo de estudio es evaluar el nivel de
estimulo necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la
poblacion. Existen métodos alternativos como el bioensayo in vitro para
determinar la toxicidad en larvas de Artemia salina (Lagarto et al., 2001). El
ensayo permite la evaluacién rapida y conveniente de extractos crudos,
fracciones y compuestos puros; y ademas comparar varias partes de la planta 'y
establecer variaciones estacionales en plantas individuales. También puede ser

14



utilizado para establecer la actividad biol6égica de compuestos sintéticos
(McLaughlin et al., 1998).

4.7 Caracteristicas de las especies estudiadas

4.7.1 Tagetes lucida Cap

Pertenece a la familia Asteraceae, se le conoce con el nombre comun de
yerbaniz. Es una yerba perenne erecta, de hasta 80 cm de alto, con fuerte olor
a anis al estrujarse. Presenta hojas opuestas sésiles lineares a oblongas, de
margen aserrado. Capitulos florales con la base alargada, tres o cuatro
florecillas ligadas de color amarillo, florecillas del disco también amarillas.
Posee aquenios de forma lineal claviforme. Se le localiza en la sierra, pastizales

y bosques. (Gonzalez et al., 2004)

Figura 1. Tagetes lucida Cap

(Fotografia de Pedro Tenorio Lezama)
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Clasificacion taxonémica (Martinez, 1979)
Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asterales
Asteraceae
Tageteae
Tagetes L.
T. lucida

Fitoquimica

De las flores se han aislado terpenos, fenilpropanoides y varias cumarinas de la
planta completa (Marquez et al., 1999). También se reporta un aceite esencial
con estragol, varios flavonoides, taninos, pectina y gomas (Gonzélez et al.,
2004).

Usos en medicina tradicional

Se elabora un té, el cual sirve para aliviar colicos, dolor de estdmago, empacho,
vémito, diarrea y disenteria, como estimulante, para que el cuerpo entre en
calor después del parto, para evitar el insomnio, aliviar los dolores de “aire”, tos,
asma, resfriados y tifoidea.

Se registra como antihelmintico, abortivo, emenagogo y carminativo.

Otro uso comun en el pais son los emplastos de hojas y tallos para tratar los

granos y espinillas (Gonzalez et al., 2004).

16



4.7.2 Lippia graveolens HBK

Es una herbacea perenne aromatica de la familia de las Verbenaceas. Se le
conoce con el nombre comun de orégano del cerro. La planta forma un
pequefo arbusto achaparrado de unos 45 cm de alto, los tallos, que a menudo
adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican en la parte superior y tienden a
deshojarse en las partes mas inferiores. Las hojas surgen opuestas, ovales y
anchas de entre 2-5 cm, con bordes enteros o ligeramente dentados y con
vellosidad en el envés.

Las diminutas flores, de color blanco o rosa, que nacen en apretadas
inflorescencias terminales muy ramificadas estan protegidas por diminutas

hojillas de color rojizo. (Marquez et al., 1999)

Figura 2. Lippia graveolens

Clasificacion Taxondémica (Arcila-Lozano et al., 2004)
Plantae
Angiospermae
Dicotiledoneae
Sympetetalae
Tubiflorae

Verbenacea
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Lippia
L. graveolens

Fitoquimica

Las hojas de la planta poseen unas pequefas glandulas que produce la esencia
aromatica, que es de color amarillo limén y esta constituida por un estearopteno
y dos tipos de fenoles, en mayor contenido el carvacrol y en menor proporcion
el timol. Las raices contienen estaquiosa y los tallos sustancias tanicas. Existen
varios quimiotipos (grupo de individuos de una especie que se distingue de
forma significativa del resto por su composicion quimica) que difieren en la
composicion, conteniendo también sustancias como linalool, caryophyleno y D-
germacren. Sin embargo estas sustancias son toxicas para el higado y riflones
en pequefas cantidades (Verma et al, 2010). En el aceite esencial se
encuentran los siguientes componentes: carvacrol (40-70%), gamma-terpineno
(8-10%), p-cymeno (5-10%), alpha-pineno, myrceno, thymol, flavonoides vy

derivados del acido cafeinico (Longe, 2005).

Usos en medicina tradicional

Toda la planta es rica en un aceite esencial que contiene timol y carvacrol, de
accion sedante, antiespasmédica y carminativa. Contiene asimismo flavonoides
y acido ursolico, a los que se atribuyen sus propiedades antirreumaticas. Su uso
esta indicado en los siguientes casos: Trastornos digestivos: dispepsia (mala
digestién) de origen nervioso, flatulencia, espasmos o célicos de los érganos
digestivos. Por su accién carminativa (combate los gases intestinales) (Force et
al., 2000). Afecciones respiratorias que cursan con tos seca o irritativa, como la
laringitis (irritacion de garganta) o la tos ferina. El orégano tiene también accién
expectorante, béquica y antitusigena, tanto en uso interno como externo.
Dolores musculares, torticolis y lumbago, aplicado externamente tanto en
cataplasmas como en fricciones sobre la piel.
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Efectos farmacoldgicos

Podriamos destacar las siguientes acciones farmacoldgicas del orégano:
Antimicrobiano, en el aceite de orégano encontramos timol y carvacrol cuyos
principios activos poseen capacidad bactericida y funguicida. Anticatarral el
orégano ayuda a eliminar mucosidades de las vias respiratorias gracias a su
capacidad expectorante.

Digestivo, estimula las secreciones digestivas y es ingrediente comun en la
cocina mediterranea. Antiespasmddico, estimula el flujo de la bilis, evita
flatulencias y ayuda a calmar los musculos digestivos. Antioxidante, uno de sus
componentes, el timol, es un potente antioxidante (Faleiro, 2005).

4.7.3 Opuntia ficus-indica L. Miller

Aspectos Botanicos

Es una de las muchas especies conocidas como nopal. Es una planta arbustiva
de la familia de las cactaceas, como la mayoria de los miembros de este género
carece de hojas, los segmentos o cladodios en que se divide, son tallos
capaces de ramificarse, emitiendo flores y frutos. Estos tallos son planos,
ovales y de color verde medio. Poseen dos clases de espinas, reunidas en los
gloquidios (especie de cojincillos) de las areolas, unas largas y duras, y otras
cortas y finas con aspecto velloso. Las flores, en forma de corona, nacen de las
areolas en los bordes de los segmentos. Florece una vez al aio y tanto el fruto
como la flor pueden ser de diversos colores, desde el amarillo al rojo. El fruto
tiene una cascara gruesa, espinosa, y con una pulpa abundante en pepas o
semillas. El fruto maduro es una baya de forma ovalada con didmetros de entre
5,5y 7 cm, una longitud de 5 cm a 11 cm y un peso variable entre 43 y 220 g
(Marquez et al., 1999).
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Figura 3. Opuntia ficus-indica

Clasificacion Taxondmica (Martinez, 1979)
Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Caryophyllales
Cactaceae
Opuntioideae
Opuntieae
Opuntia
Opuntia
O. ficus-indica

Fitoquimica
Se han identificado algunos componentes en el nopal, entre los que destacan:

kaempferol, quercetin, narcissin, aromadendrin, taxifolin, eriodictyol, (6S,9S)-3-
Oxo--ionol-D-glucopiranosido y corchoionosido (Eun Ha Lee et al., 2003).
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Usos medicinales

Se ha utilizado para el tratamiento de la obesidad, ya que las fibras insolubles
que contiene, crean una sensacion de saciedad, haciendo que disminuya el
hambre de las personas y ayudan a una buena digestion, asi mismo, las
proteinas vegetales promueven la movilizacién de liquidos en el torrente
sanguineo disminuyéndose la celulitis y la retencién de liquidos (Fernandez-
Lépez et al., 2010). Otra aplicacibn que tiene es contra la diabetes e
hiperglucemia incrementando los niveles y la sensibilidad a la insulina logrando
con esto estabilizar y regular el nivel de azucar en la sangre (Butterweck, et al.,
2010). En personas con colesterol elevado se ha demostrado que el consumo
de nopal, ayuda a eliminarlo evitando que se absorba gran parte de éste y asi
no se acumula en venas y arterias. Contiene antibidticos naturales, esta
propiedad esté relacionada con el metabolismo del acido crasulaceo (CAM) de
las plantas, el cual, en las cactaceas inhibe o suspende el crecimiento de varias
especies bacterianas. De ahi que tanto el consumo del nopal como la aplicacion
de cataplasmas de pencas de nopal tengan efectos benéficos en heridas e
infecciones de la piel. También se le ha dado el uso de esta planta contra el
cancer (Fernandez-Lépez et al., 2010), desérdenes gastrointestinales y
digestion y como abortivo (Marquez et al., 1999).

4.7.4 Cynodon dactylon L. Pers

Aspectos botanicos

Se le conoce con el nombre comun de pasto bermuda, pertenece a la familia
Gramineae. Es una hierba perenne con un tamafo 10 a 30 cm de alto, pero
puede tener mas de largo, ya que crece con estolones. Sus tallos son delgados,
glabros, erectos o decumbentes. Posee hojas en forma de vainas de 1.5a 7 cm
de largo, generalmente mas cortas que los entrenudos, vilosas en el apice, las
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inferiores  usualmente quilladas, los bordes membranosos, ligulas
membranosas, cilioladas de 0.2 a 0.3 mm de largo, a veces vilosas en el dorso,
laminas de 0.5 a 6.5 cm de largo por 1 a 3.5 mm de ancho, aplanadas, en
ocasiones dobladas, escabrilsculas (poco asperas), generalmente vilosas
detrds de la ligula y en los margenes inferiores, ocasionalmente en ambas
superficies (Rzedowski, 2001). Durante la Inflorescencia desarrolla espigas 4 a
6, de 1.5 a 6 cm de largo, distribuidas en un verticilo, usualmente radiadas. A su
vez desarrolla espiguillas de 2 a 2.8 mm de largo, adpresas en el raquis e
imbricadas, verde violaceas, glumas de 1 a 2.3 mm de largo, glabras, la primera
falcada (en forma de hoz), la segunda lanceolada; lema de 2 a 2.6 mm de largo,
fuertemente doblada y aquillada, sin arista u ocasionalmente con un corto
mucrdn, palea glabra tan larga o0 un poco mas corta que la lema; raquilla
prolongada, desnuda o llevando una segunda flor masculina o rudimentaria.
(Rzedowski, 2001). Desarrolla un fruto de perfil fusiforme a eliptico, de 0.9 a 1.5
mm de largo y 0.5 a 0.7 mm de ancho, cuerpo translucido de color ambarino o
cremoso, de textura estriada extremadamente fina (Espinosa y Sarukhan,
1997). Lo que aparece como plantula es en realidad el primer brote de un
estolén. La primer hoja del brote con vaina de 2 a 5 mm de largo, sin pelos;
ligula sin pelos; lamina linear de 3 a 8 mm de largo y 1 a 1.3 mm de ancho, sin
pelos; la segunda hoja siempre de apice agudo, de 14 a 15 mm de largo y 0.7 a
1.2 mm de ancho, desarrolla una raiz como estolones y rizomas (Espinosa y
Sarukhan, 1997).
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Figura 4. Cynodon dactylon

Clasificacién Taxondémica (Villasenor y Espinoza 1998)

Plantae
Magnoliophyta

Liliopsida
Poales
Poaceae
Chloridoideae
Cynodonteae
Cynodon
C. dactylon

Fitoquimica

Se ha descrito varios principios activos entre los que se destacan, sales
potésicas, fructosanas: triticina; inositol asi como una gran variedad de taninos
y flavonoides. (Rzedowski, 2001).

23



Usos en Medicina Tradicional

Es usado como diurético, colagogo, hepatoprotector, antiinflamatorio.
Popularmente se considera depurativo, antihipertensivo e hipoglucemiante.
Indicado para estados en los que se requiera un aumento de la diuresis:
afecciones genitourinarias (cistitis, ureteritis, uretritis, oliguria, urolitiasis),
hiperazoemia, hiperuricemia, gota, hipertension arterial, edema, sobrepeso
acompanado de retencién de liquidos, disquinesias biliares, colecistitis y
hepatitis. Estd contraindicada con el uso de diuréticos en presencia de
hipertension o cardiopatias, s6lo debe hacerse por prescripcién y bajo control
médico, dada la posibilidad de aparicién de una descompensacion tensional o,
si la eliminacion de potasio es considerable, una potenciacién del efecto de los
cardioténicos. Popularmente se considera como abortiva. Las partes aéreas
contienen heterdsidos cianogénicos, responsables de intoxicaciones en

ganaderia (Espinosa y Sarukhan, 1997).
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar, area de trabajo y periodo de estudio

El proyecto de investigacién se realizé en los laboratorios de Quimica Analitica
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UANL, en los laboratorios del
Departamento de Biologia Celular y Ultra-estructura del Centro de Investigacién
Biomédica de la UA de C, en los laboratorios del departamento Investigacién de
Productos naturales de la UJED campus Gémez Palacio y en el bioterio de la
facultad de Medicina de la UA de C campus Torredn en un periodo
comprendido de Agosto del 2010 a Julio del 2013.

5.2 Material biolégico

5.2.1 Vegetal

Cynodon dactylon, Lippia graveolens, Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica y

lugares de colecta:

5.2.2 Huevecillos de Artemia salina

Para el bioensayo de letalidad de A. salina, se adquirieron huevecillos en
Estados Unidos (Brine Shrimp Eggs San Francisco Bay Brand INC)

5.2.3 Animales de experimentacion

Las ratas macho Wistar fueron adquiridas a la empresa Harlam, Laboratories,
SA de CV, y fueron alojadas en el Bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Coahuila. La edad de los animales fue seleccionada
de acuerdo a los eventos de maduracidén en el ciclo reproductivo de la rata
(Sharp y La Regina. 1998).
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Para cumplir con los lineamientos internacionales sobre el uso adecuado de los

animales de experimentacion, el protocolo de investigacion fue sometido al

comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de
Coahuila y aprobado de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999.

5.2.4 Ubicacion del area de colecta

Tabla 1. Ubicacion geografica de las especies recolectadas

Especie vegetal

Coordenadas geograficas

Ubicacién

Cynodon dactylon

Lippia graveolens

Tagetes lucida

Opuntia ficus-indica

Latitud 25.38°, Longitud
103.31°

Latitud 25.497938°,
Longitud 103.608735°

Latitud 24.9°,
104.067°

Longitud -

Latitud 25.894259°,
Longitud 103.602911°

Poblado
ubicado en el estado de

Transporte,

Durango.
Ciudad Juarez, ubicado

en el estado de Durango.

Poblado
ubicado en la region del

Yerbanis,

semidesierto
Chihuahuense, en el
Estado de Durango, al
Norte de México
Instalaciones de la Unidad
Regional Universitaria de
Zonas Aridas, en

Bermejillo, Durango.

Un ejemplar de cada especie fue montado en prensa botanica y se depositdé en

el Herbario de la Universidad Aut6bnoma Agraria Antonio Narro, para su

identificacion.
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5.3 Metodologia

5.3.1 Colecta de las plantas en estudio:

Las partes aéreas de las plantas de Cynodon dactylon, Lippia graveolens,
Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica fueron recolectadas de diferentes lugares,
ubicado en la region del semidesierto Chihuahuense, en el estado de Durango,
al Norte de México (Tabla I).

Un ejemplar de cada especie fue montado en prensa botanica y se depositd en
el herbario de la Universidad Aut6onoma Agraria Antonio Narro, para su

identificacion.

5.3.2 Obtencion de los extractos metandlicos de las plantas

El material vegetal se colocd en un desecador con aireacién por un periodo de
cinco dias a 45 ° C, una vez seco se molié en un molino mecanico (Wiley)
obteniendo un polvo fino (Navarro y Rojas, 2006).

Para la obtencion de los extractos metandlicos se pesaron en una balanza
analitica (Ohaus) 30 g de material vegetal seco triturado y se adicionaron 300
mL de metanol (CTR Scientific) grado reactivo en un matraz Erlenmeyer, se
tap6 con papel parafilm y se agité a baja velocidad en un agitador (Dual Action
Shaker Lab-Line) y temperatura ambiente por 24 h, el macerado se filtré en
papel filtro (Whatman International LTD. England) de poro grueso en matraz
kitazato con bomba de vacio (Auto Science), repitiendo el proceso tres veces
utilizando la misma cantidad de solvente nuevo en cada ocasién. El filirado del
macerado se destil6 en un Rotaevaporador (LEV211-V) para separar el
solvente, el extracto crudo se llevd a sequedad completa en una estufa de aire
caliente (Riossa) a temperatura menor a 50° C. Los extractos secos se
almacenaron en refrigeracion a 4° C en frasco ambar hasta su utilizacion.

(Navarro y Rojas 2006; Nostro y Germano, 2000).
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Figura 5. Diagrama de la obtencion de los extractos metandlicos

5.3.3 Analisis fitoquimico preliminar para identificacion parcial de los
componentes de los extractos

Deteccion de cumarinas

Se afade 1 mL de solucion metandlica del extracto en un tubo de ensayo, el
cual se cubre con un trozo de papel filtro previamente impregnado con una
solucién diluida de KOH. Se calienta al bafio maria durante 10-15 min. La
presencia de cumarinas volatiles se pone de manifiesto por la fluorescencia
azulada del papel de filtro a la luz UV. (Galisteo Moya, 1997).
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Deteccion de flavonoides

A 1 mL del extracto se le adiciona 2 6 3 gotas de HCI concentrado y un
fragmento de cinta de magnesio. Dependiendo del tipo de flavonoide presente
aparecera una coloracion diferente (Galisteo Moya. 1997)

e Anaranjado » Flavonas

e Rojo » Flavanonas

e Rojo Azulado » Flavonoles

e Violeta »Flavonoles y xantonas

Deteccion de antocianinas

A1 mL de extracto se le adicionan 2 mL de HCI al 37% QP. Se calienta al bafo
maria durante 30 min con objeto de producir la hidrélisis de los heterésidos.
Una vez transcurrida la reaccion se enfria el tubo y se le afade alcohol
isoamilico, agitando vigorosamente para favorecer la extraccion de las geninas.
La aparicion de color rojo en la fase alcohdlica confirma la existencia de

antocianos. ( Galisteo Moya, 1997)

Deteccion de taninos

Se afade a 1 mL del extracto, 2 6 3 gotas de solucién acuosa de ClsFe al 1 %
de formaldehido, hirviéndose durante varios minutos. La aparicion de un
precipitado indicaria la presencia de taninos catéquicos. Se filtra y si al afadir
unas gotas de ClsFe al 1 %, aparece un color azul, indicaria la presencia de
taninos pirogdlicos (Ali Tahir, 1991).
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Deteccion de antraquinonas

Se determina mediante la reaccion de Borntrager. A 1 mL de extracto se le
anade 1 mL de NaOH 1N, agitando para que se mezclen las fases. Tras dejar
en reposo la reaccidén es positiva si en la fase acuosa aparece una coloracién
rojiza debida a las sales de los compuestos 1,8- dihidroxiantraquinonicos.
(Galisteo Moya, 1997)

Deteccidn de Terpenos y Esteroides

Estos grupos fitoquimicos se ensayan mediante la reaccién de Liebermann-
Burchard. Se parte de 1 mL del extracto, al que se le adiciona 1 mL de
anhidrido acético y 0.5 mL de H»SO4 concentrado dejandolo resbalar
suavemente por las paredes del tubo. La presencia de un anillo rojizo en la
interfase es indicativa de la existencia de triterpenos y siendo caracteristica de

los esteroles la coloracion verdosa en fase superior (Galiste Moya. 1997)

Deteccion de saponinas

Este ensayo se basa en el poder afrogeno de estos compuestos. Para
detectarlas se realiza una redisolucidon del residuo seco al 10 % en agua a
ebullicién y se deja enfriar. Se agita vigorosamente durante 1 min, en tubos de
ensayo de 15 mm de didmetro exterior, con la consiguiente formaciéon de
espuma. La reaccién se considera positiva cuando dicha espuma persiste
transcurridos 30 min (1 min) (Mir6, 1981; Galisteo Moya, 1997).
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Deteccion de alcaloides

Se ensayan de manera independiente sobre 1 mL del extracto, dando lugar a
precipitados de distinta coloracion:

e Reactivo de Bouchardat » precipitado rojo ladrillo
e Reactivo de Mayer » precipitado blanco amarillento
e Reactivo de Hager » precipitado amarillo limoén

e Reactivo de Dragendorff » precipitado castano rojizo

5.3.4 Toxicidad de los extractos metandlicos de las plantas en estudio

sobre Artemia salina

Se valoré la actividad toxica de los extractos metandlicos de Cynodon dactylon,
Lippia graveolens, Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica con nauplios de
Artemia salina por el método descrito por Meyer et al., (1982), modificado por
Molina-Salinas y Said-Fernandez (2006). Para la eclosion de los huevecillos de
A. salina, se colocaron en agua de mar artificial (40 g de sal de agua de mar
(Instant Ocean®, Acuarium System), 0.006 g de levadura de cerveza (Mead
Johnson). Se aforaron en un litro de agua bidestilada (Quimicrén). Se pesaron
0.1 g de huevecillos de A. salina (Brine Shrimp Eggs San Francisco Bay Brand
INC) y se depositaron en un recipiente de vidrio de color negro dividido por una
pared intermedia con un espacio en la parte baja de 2 mm, con 100 mL de agua
de mar artificial, se mantuvieron en condiciones de oscuridad y oxigenacién.
Uno de los compartimentos se ilumind con una lampara de 20 watts de luz
blanca. Después de 48 h de incubacion se tomaron 10 nauplios con micropipeta
(LabMate Soft) para transferirlos a una microplaca de 96 pozos, se adicionaron
100 pL de la suspension de nauplios/pozo mas 100 pL de las diluciones de los
extractos diluidos en agua de mar. Se utilizaron 50, 100, 250, 500 y 1000 ug
mL" de extracto en cinco repeticiones. Como control positivo se utilizo
dicromato de potasio a concentracion de 400 ppm (Vega-Menchaca et al., 2013)
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y agua de mar como control negativo. Después de 24 h y con la ayuda de un
microscopio estereoscopico (Labomed), se contaron los nauplios vivos y
muertos por concentracion, y se calculé la Dosis letal media (DLsp) del extracto
utilizando el método estadistico Probit de Finney (Anderson et al., 1991).

el N BT

eacuridad y oxigenacidn

[ Agua de mer arfificial: ] I pHa78 Il 0.1 g de huevecillos de A saling I yor 48 R
por 4

O
-— @D

.
#
Se utthzé ol mérodo : /
estadiarioe Probit para =
2

determinar la DL50

b fia)

conteo de mauplios vivos por I 100 ul, deextractoy 100wl de

dosis aguwa de mar _(con 10 nauphoa)

Figura 6. Diagrama del ensayo de letalidad de los extractos sobre Artemia

salina en microplaca

5.3.5 Diseno experimental

Los animales fueron divididos en seis grupos

Grupo | (Tagetes lucida): cinco animales administrados con 50 mg/kg de
extracto metandlico de T. lucida en un mL de vehiculo (agua destilada estéril)
por via oral durante un periodo de 45 d.

Grupo Il (Cynodon dactilon): cinco animales administrados con 50 mg/kg de
extracto metandlico de C. dactilon en un mL de vehiculo (agua destilada estéril)

por via oral durante un periodo de 45 d.
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Grupo Il (Lippia graveolens): cinco animales administrados con 50 mg/kg de
extracto metandlico de L. graveolens en un mL de vehiculo (agua destilada
estéril) por via oral durante un periodo de 45 d.

Grupo IV (Opuntia ficus-indica): cinco animales administrados con 50 mg/kg de
extracto metandlico de O. ficus-indica en un mL de vehiculo (agua destilada
estéril) por via oral durante un periodo de 45 d.

Grupo V (Grupo control negativo) cinco animales fueron administrados con
agua destilada estéril por via oral durante un periodo de 45 d.

Grupo VI (Grupo control positivo): cinco animales fueron administrados con 50
mg/kg de Undecanoato de testosterona diluido con aceite de oliva extra virgen
estéril por via intramuscular en una unica dosis a la par del inicio de la

administracion de los grupos.

5.3.6 Evaluacion de los niveles séricos de Testosterona en ratas macho
Wistar

Transcurridos los 45 d de administracién oral de los extractos y controles, se
sacrificaron los animales por dislocacion cervical. Se extrajo 1 mL de sangre por
puncién cardiaca, se obtuvo el suero sanguineo dejando coagular la muestra
durante 2 h a temperatura ambiente y posteriormente se centrifug6 por 20 min a
1000 rpm. Se removi6 el suero inmediatamente y se almacené a -20 °C para su
posterior andlisis.

Se analizaron las muestras de suero en kits comerciales de ELISA para la
hormona Testosterona (T) en suero de rata. Primero se anade el estandar y la
muestra a los pocillos pre-recubiertas con un anticuerpo Testosterona para rata,
al mismo tiempo afadir segundo anticuerpo conjugado con HRP Testosterona
para rata, incubar y posteriormente lavar para eliminar sustancia no ligadas.
Finalmente, se afaden sustratos HRP, se incubaron durante la deteccién, y un
color azul es desarrollado. Las reacciones se detiene y el color se vuelve

amarillo cuando la solucién de STOP se anade. La intensidad del color amarillo

33



se correlaciona proporcionalmente con la concentracion de la hormona
Testosterona de las muestras.

Nota: La determinacidn de la testosterona se llevd a cabo con Kits comerciales
de ELISA (NovaTein Biosciences) segun el protocolo y la lectura de las placas
por medio de un lector de ELISA modelo WH100 (NovaTein Biosciences).
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Figura 7. Diagrama de la evaluacion de los niveles séricos de Testosterona
con Kits comerciales de ELISA

5.3.7 Evaluacidn de los parametros de Calidad espermatica en ratas
macho Wistar

Se efectu6 una incisibn abdominal a las ratas Wistar con la retraccién del
escroto cortando los testiculos y epididimos, se separé el epididimo del testiculo
quitando el tejido adiposo que los rodea, a los testiculos libres de tejido adiposo
se les peso con una balanza analitica y se midieron con un vernier digital, asi
mismo los epididimos libres de tejido adiposo fueron pesados.

De la regién mas caudal de los epididimos y los conductos deferentes se obtuvo
el semen colocandolos en una placa de Petri con 2 mL de soluciéon de NaCl al
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0.9% a 4°C. Con una aguja 30G se realizaron diversas incisiones a fin de
facilitar la dispersién del esperma.

Se determiné la concentracién espermatica en camara de Neubauer siguiendo
el procedimiento utilizado para el conteo de globulos rojos, la cantidad de
espermatozoides por macho se expresé en millones mililitro™ de suspension.

La morfologia se evalué en alicuotas de suspension fijadas en formol y
extendida en un portaobjetos, las que se tifleron con eosina y se examinaron
bajo microscopio éptico a 1000 aumentos. Por cada macho se analizaron 100
espermatozoides identificando normales y no normales (De la Cruz et al., 2004;
Sobarzo y Bustos-Obregon, 2000).

Las células consideradas morfolégicamente anormales fueron aquellas que
presentaron cabeza triangular, colapsada o en martillo, presencia de curvatura
a nivel de la pieza intermedia, cola rectilinea o con curvatura (en distintos
grados) tanto en la porcién media como distal de la misma (Kawai et al., 2006).
Los pardmetros de motilidad de los espermatozoides se valoraron a partir del
semen obtenido de las ratas conteniendo 1ml de medio HOLDING Plus
(BIONICHE, Pullman, WA, USA) y la dispersién del esperma se facilitd
practicando varias incisiones con una aguja 30G. Las placas con el material
detallado se mantuvieron a 372 C en bafio maria por 10 min. Se cargdé una
alicuota de cada muestra en una camara de Makler de 20 mL y se observaron 6

campos.

5.3.8 Electroforesis en gel de células individuales (Ensayo cometa)

Se evaluaron 5x10° espermatozoides mL™" ajustados y suspendidos en agarosa
(CONDA) de bajo punto de fusién al 0.5% en laminas portaobjetos pre-tratadas
con 100 yL de agarosa de punto de fusién normal (CONDA) al 0.5%, se
incubaron 10 min a temperatura ambiente, los portaobjetos se colocaron en
solucion de lisis numero 1 (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10% DMSO y 1% de
Triton X 100) a un pH 10.0 a 4 °C durante 4 h. Posteriormente, los portaobjetos
se depositaron en solucién de lisis numero 2 (2.5M NaCl, 100 mM Na, EDTA,
10 mM Tris, 200 ug/mL de proteinasa Ky 300 mM de DTT) con pH 7.4, a 37.5
°C durante 18 h. Terminada la lisis numero 2, se incubaron en tampo6n de
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electroforesis (NaOH 0.3 M, EDTA 200 mM) a pH 13.0 a 4 °C durante 10 min en
cuarto oscuro. Luego se realiz6 una corrida electroforética a 25 V'y 100 mA/10
min. Se lavaron los portaobjetos con tampoén neutralizante (0.4 M Tris-HCI; pH
7.5) y se deshidrataron con metanol puro. Una vez secas se sometieron a
tincion con gel green (biotium) 35 pL a 4X, se observé en microscopio de
fluorescencia (Labomed LX-400) a 40X.

Se analizaron 100 células por cada rata y se clasificaron por niveles de
migracion: ninguna, corta, media, larga y muy larga. A estos niveles se les
asignaron valores numeéricos (0, 1, 2, 3y 4).

Se analizan las unidades arbitrarias segun Collins en el 2004.

UA=0xTCGO + 1 x TCG1+2x TCG2 + 3 x TCG3 + 4 x TCG4.

0TCGO= Total de células grado 0

1TCG1= Total de células grado 1

2TCG2= Total de células grado 2

3TCG3= Total de células grado 3

4TCG4= Total de células grado 4
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Figura 8. Diagrama de la electroforesis en gel de células individuales
(ensayo cometa)

5.3.9 Evaluacidn histolégica de testiculo de rata macho Wistar

Después de haber sido pesados y medidos los testiculos se colocaron en
Formaldehido al 10 % como fijador de la muestra. Una vez que las muestras de
organos fueron fijadas, se colocaron en los cassetes apropiados y etiquetados,
luego se lavd en agua corriente durante varios minutos con la finalidad de retirar
el exceso de fijador que tuviera el material y finalmente se enjuago brevemente

en agua destilada. Posterior a esto se llevé a cabo la deshidratacion, para lo
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cual se somete al material a inmersiones progresivas de soluciones etandlicas
graduales, es decir alcoholes que van de menor a mayor concentracion (60%,
70%, 80%, 96% y 100%). En cada una de las concentraciones etandlicas el
tiempo de estancia en las mismas fue de 1 h. Una vez terminado el proceso de
deshidratacion se procedié con el aclaramiento empleando xileno por una hora.
Se llevé a cabo una preinclusién de parafina para darle una solidez o firmeza al
tejido para posteriormente llevarlo a una inclusion definitiva en moldes de
plastico, sirviendo un poco de parafina liquida, luego se coloco y oriento la
muestra de tejido, después se cubrié totalmente con parafina. Una vez
solidificado se colocé el bloque en la prensa portabloque del micrétomo y se
sujetd a presidon obteniendo cortes de 5 um de espesor.

Se extendieron los cortes haciéndolos flotar en agua caliente (40-45°C), una
vez extendidos se procedi6 a colocarlos sobre los portaobjetos para
posteriormente desparafinizar al introducirlos en un horno durante 10 min de 45
a 50 °C para sumergirlos en dos bafos de xilol por 5 min cada uno. Para llevar
a cabo la tincién se tuvo que volver a hidratar los tejidos colocandolos en una
mezca de xilol-etanol absoluto (1:1) durante 5 min, luego se sumergieron en
etanol puro por 2 min y posteriormente a otro recipiente que contenga alcohol
de 96% por 2 min y finalmente a un recipiente que contiene agua destilada. La

muestra rehidratada se sometioé a una tincion de hematoxicilina-eosina.

5.3.10 Particiones del extracto crudo de Opuntia ficus-indica con
solventes de distintas polaridades

Por ser el extracto que presento mayor bioactividad de los cuatro extractos se
procedio a realizar la particion del mismo sometiéndolo a calentamiento en un
vaso de precipitado con 50 mL de hexano agitandolo constantemente hasta su
punto de ebullicibn de 50 °C durante aproximadamente 5 min, posterior al
calentamiento se filtr6 lo soluble en hexano y se llevo al rota-evaporador, con lo
insoluble en hexano se vuelve a repetir este procedimiento hasta que el liquido
quede lo mas claro posible. Una vez que se obtuvo el mayor contenido de
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compuestos solubles en hexano a la parte que no se solubilizo con hexano se le
adicionaran 50 mL de cloroformo repitiendo el mismo procedimiento que con el
hexano, obteniendo de esta manera los rendimientos de las siguientes
particiones:

Soluble en hexano

Soluble en cloroformo

Insoluble en cloroformo

Analisis de bioactividad de las particiones del extracto de Opuntia ficus-

indica

Para probar la bioactividad de las particiones soluble en hexano, soluble en
cloroformo e insoluble en cloroformo se realizd un disefio experimental similar al
ya mencionado anteriormente, en este caso cada grupo fue de 6 ratas, a las
cuales se sometieron a los mismos procedimientos ya descritos anteriormente
para evaluar motilidad espermatica, viabilidad espermatica, densidad
espermatica, niveles de testosterona en suero, electroforesis en gel de células
espermaticas y cortes histologicos de testiculo.

5.3.11 Identificacion de compuestos presentes en las fracciones activas,
por cromatorafia de gases acoplado a masas.

Se utilizé un cromatégrafo de gases acoplado con un detector de espectro de
masas (GC-MS) para identificar los compuestos de las fracciones con efecto
inhibitorio sobre la espermatogénesis. El analisis se realizd6 en un equipo
HP19091J-433 (Hewllet Packard®, Abonadle, PA.) GC-MS Agilent 5973
utilizando columnas HP 5.
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6.- RESULTADOS

Las especies seleccionadas para este estudio fueron elegidas en base a
estudios previos sobre la actividad bioldgica, aplicacién etnofarmacolégica y por
su distribucidén en la Regién de la Comarca Lagunera de Durango, al Norte de
México.

El herbario de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en base a los
especimenes entregados de Cynodon dactylon, Lippia graveolens H.B.K., Tagetes
lucida y Opuntia ficus-indica, extendié los Bouchers # 009, 010, 011 y 012/2012
respectivamente.

En la tabla 2 se muestran los rendimientos de los extractos metandlicos de las
especies vegetales en estudio procesadas por maceracion Observandose el
menor rendimiento en Cynodon dactylon y el mayor rendimiento en Lippia

graveolens.

Tabla 2. Rendimiento de las plantas secas en estudio procesadas por
maceracion en metanol

] % de rendimiento del extracto
Especie vegetal .
metanolico crudo

Cynodon dactylon 2.29
Lippia graveolens H.B.K. 18.76
Tagetes lucida 10.72
Opuntia ficus-indica 6.12

6.1 Analisis fitoquimico preliminar para identificacion parcial de los
componentes de los extractos de las plantas en estudio

6.1.1ldentificacion por medio de reacciones quimicas

En la tabla Ill se muestran los resultados del analisis fitoquimico de los
extractos metandlicos para la identificacion parcial de los grupos funcionales
observandose que las cuatro plantas de estudio presentan esteroides en su
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contenido, asi mismo presentan cumarinas salvo Tagetes lucida, en el caso de

antocioninas la planta que no presenta este grupo funcional es Cynodon

dactylon.

Tabla 3. Analisis fitoquimico para la identificacion de los grupos
funcionales presentes en los extractos metandlicos de la plantas en

estudio.

Grupos
funcionales

Cynodon
dactylon

Lippia
graveolens

Opuntia ficus
indica

Tagetes
lucida

Cumarinas

+

+

Terpenos

Esteroides

Antraquinonas

Saponinas

Antocianinas

Taninos

Catequicos

Pirogalicos

Alcaloides

Reactivo de
Bouchardat

Reactivo de
Mayer

Reactivo de
Hager

Reactivo de
Dragendorff

Flavonoides

Flavonas

Flavanonas

Flavonoles

Flavonoles y
xantonas
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6.2 Toxicidad de los extractos metandlico de las plantas en estudio sobre
Artemia salina

Se valord la actividad toxica de los extractos metandlicos de Cynodon dactylon,
Lippia graveolens, Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica con nauplios de A.
salina por el método descrito por Meyer et al., (1982), modificado por Molina-
Salinas y Said-Fernandez (2006) por ser sencillo y econémico en la busqueda
primaria de toxicidad en extractos crudos de plantas y organismos marinos. En
la tabla IV se muestran los resultados del andlisis PROBIT realizado en base a
los organismos vivos y muertos obtenidos al someterlo con los extractos
metandlicos crudos de las plantas en estudio. Segun los criterios de Lagarto
Parra y Col, 2001 los extractos de Lippia graveolens y Tagetes Ilucida pueden
presentar compuestos biolégicamente activos y los extractos de Cynodon
dactylon'y Opuntia ficus-indica son considerados no toxicos.

Tabla 4. Actividad toxica de los extractos metandlicos de las
plantas en estudio sobre Artemia salina

Especie Vegetal DL 50 pg/mL
Lippia graveolens 247.87
Cynodon dactylon >1000
Tagetes lucida 454.02
Opuntia ficus-indica >1000

Los resultados relevantes se presentan en L. graveolens 'y T. lucida con una DLsy de 247.87 y

454.02 pg/mL respectivamente. Determinado por el método PROBIT.

6.3 Tratamiento por via oral a ratas macho Wistar de los extractos
metanolicos de las plantas en estudio

Durante el periodo de acondicionamiento y tratamiento de las ratas se llevo a
cabo el control de peso corporal de los animales en estudio: Grupo I. T. lucida,
Grupo Il. C. dactilon. Grupo lll. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica Grupo
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V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo (Tabla V), observandose que
en el grupo tratado con Opuntia ficus-indica disminuyo considerablemente el

peso promedio de la rata con respecto al resto de los grupos.

Tabla 5. Peso corporal promedio de los animales en estudio en diversos
intervalos de tiempo

Grupo Periodo de tiempo
1 2 3 4 5 6 7

I 152.6 238.0 270.6 286.6 310.7 328.0 362.4
Il 187.6 234.7 266.4 287.3 311.1 327.6 345.0
Ml 188.5 244.0 266.4 283.1 302.8 317.6 351.6

vV 181.1 232.6 264.6 280.2 298.5 309.2 336.4
Vv 142.8 225.7 261.6 283.5 305.0 321.4 349.2
VI 170.0 246.4 280.6 2952 31834 3314 360.8

Grupo I. T. lucida, Grupo Il. C. dactilon, Grupo Ill. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica,
Grupo V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo. Cada periodo de tiempo equivale a 7 d
excepto el periodo 7 el cual es equivalente a 3 d con un total de 45 d de exposiciéon a controles
y tratamientos. (n=5)

6.3.1 Evaluacion de los niveles séricos de Testosterona en ratas macho
Wistar

Se evaluaron los niveles séricos de testosterona en todos los grupos de
experimentacion con ratas macho Wistar después de 45 d de tratamiento (Tabla
VI). Los resultados mostraron en el caso de Opuntia ficus-indica una
disminucion de los niveles séricos de testosterona en los animales de
experimentacién con respecto al grupo control negativo y positivo. Tagetes
lucida fue el grupo que presento los niveles de testosterona mas altos con

respecto al control negativo.
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Tabla 6. Promedio de niveles séricos de testosterona en ratas macho
Wistar

Grupo Niveles de testosterona en
suero (ng/mL)
l 3.4
I 3.1
. 2.61
IV 1.133
v 3.012
Vi 3.79

Grupo I. T. lucida, Grupo II. C. dactilon, Grupo Ill. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica,
Grupo V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo. (n = 5).

6.3.2 Evaluacion de los parametros de Calidad espermatica en ratas
macho Wistar

En la tabla VIl se muestra los resultados de la evaluacién de la calidad
espermatica que incluyen la concentracion espermatica, motilidad, viabilidad;
estos son parametros androlégicos que son evaluados para determinar la
fertilidad de un sujeto masculino. En el grupo de Opuntia ficus-indica se observa
el mayor nimero de células muertas con una viabilidad de 31.8 %, también se
observa una concentracién espermatica disminuida con respecto a los demas
grupos de tratamientos y controles, con respecto a la motilidad de las células
espermaticas de este grupo se aprecia una disminucion de este parametro de

28.6 % muy por debajo de los grupos tratados y controles.
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Tabla 7. Evaluacion de la densidad, motilidad, viabilidad de células
espermaticas de ratas macho Wistar

Grupo Motilidad Densidad Viabilidad
espermatica espermatica espermatica
% millones/mL %

I 65 +7.68 15.80+4.2 63.40+8.5
Il 63.8 +14.6 26 £8.09 60.6 +5.17
I 56.2+9.88 21.20+5.40 50.2+8.25

vV 28.6 +5.45 10.8+5.89 31.8+6.30
Vv 78.20 +2.58 28.20 £9.44 75.60 +5.81
VI 60.80 +6.72 29.00 £5.56 48.00 *+8.60

Grupo I. T. lucida, Grupo II. C. dactilon, Grupo Ill. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica,
Grupo V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo. (n = 5).

6.3.3 Peso y longitud de testiculos y epididimos de controles y tratamiento

En la tabla VIl se muestra los resultados de: pesos y longitudes de los
testiculos y el peso de los epididimos de los grupos tratamiento y controles.

Se observa que los pesos de los testiculos de las ratas administradas con el
extracto de Lippia graveolens presentan un decremento en el peso con respecto
a los demas grupos, asi mismo este grupo presento una disminucién en la
longitud del testiculo. En el caso del grupo de ratas administradas con el
extracto de Opuntia ficus-indica se observa un incremento en el peso y longitud
de los testiculos.
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Tabla 8. Medicion del peso y longitud de testiculos y epididimos de ratas
tratadas y controles.

Grupo Peso Peso Longitud Longitud Peso Peso
Testiculo | Testiculo Il Testiculo | Testiculo Il epididimo | Epididimo Il
g G cm cm g g

! 1.46 £ 0.22 1.590.13 2.04 £0.09 2.11 £0.09 0.7812 £ 0.06 0.7071 £ 0.21

! 1.54 £0.19 1.57 £0.19 1.98 £0.08 2.00 £ 0.1 0.960.19 0.940.24

. 1.44 £0.05 1.46 £ 0.05 1.99 £ 0.04 2.03+0.04 0.74 £ 0.09 0.63 £0.08

v 1.55 £ 0.08 1.56 + 0.08 2.12+0.05 2.10 £0.07 0.70 £ 0.09 0.74 £0.08

v 1.53£0.12 1.55+0.14 1.99 £0.15 1.97 £0.12 0.7647 + 0.04 0.7657 + 0.04
v 1.51£0.10 1.55+0.16 1.91 0.1 1.93£0.15 0.6967 + 0.06 0.6692 * 0.05

Grupo I. T. lucida, Grupo II. C. dactilon, Grupo Ill. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica,
Grupo V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo. (n = 5).

6.3.4 Electroforesis en gel de células individuales (Ensayo cometa)

Durante el desarrollo de este estudio no se observaron sintomas clinicos
indicativos de toxicidad en ninguno de los tres grupos experimentales.
Indicando que las dosis utilizadas en cada uno de estos no fueron toxicas a
nivel sistémico.

En la tabla IX se muestra los resultados obtenidos en 100 células de cada
animal en el ensayo cometa, mostrando que el grupo de Opuntia ficus-indica es
el que presenta mayor numero de células danadas en el nivel 4 con 349.20 UA
siendo el grupo menos danados el grupo control con células sin fraccionamiento
de ADN.
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Tabla 9evaluacion de los niveles de daino en células espermaticas de ratas
macho Wistar en el ensayo cometa

Grupo Nivel de daiho
0 1 2 3 4 UA

' 12.6 25.4 47.6 7.4 7 170.8
I 1.80 2.80 6.20 43.80 45.40 328.20
I 1.60 9.20 48.00 34.20 7.60 238.20
v 1.20 2.60 7.00 24.20 65.00 349.20
v 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Vi 3.00 3.40 6.60 26.80 61.40 342.60

Grupo I. T. lucida, Grupo II. C. dactilon, Grupo Ill. L. graveolens, Grupo IV. O. ficus-indica,
Grupo V. Control negativo y Grupo VI. Control positivo. (n = 5).
Nivel de dano 0: Células no danadas; Nivel de dafo 1: minima frecuencia de lesiones en el

ADN; Nivel de dafio 2: dafo moderadamente bajo, con frecuencia moderadamente alta de
lesiones en el ADN; Nivel de dano 3: dafio moderadamente bajo, con frecuencia
moderadamente alta de lesiones en el ADN; Nivel de dafio 4: células totalmente dafiadas con
cometas visibles. UA= Unidades Arbitrarias

6.3.5 Evaluacion histolégica de testiculo de rata macho Wistar

En la figura 9 se muestran las micrografias de un corte histolégico de testiculo
de ratas Wistar, en el grupo de control negativo se observa una morfologia
normal con una elevada densidad de células espermaticas, no se observo
vacuolizacién y se observaron limites celulares bien definidos y estructura de la
apariencia histolégica normal; en la figura b) se observa una inhibicion de la
espermatogénesis, dano generalizado en el tejido testicular, presencia de
abundantes vacuolas, signos de necrosis y alteracion de la arquitectura
testicular normal caracterizada por la desorganizacién y amplias zonas carentes
de células; mientras que en la figura c; se presenta una vacuolizacién en la
regién de los tubulos seminiferos, observandose amplias zonas carentes de
células y disminucion espermatica; en la figura d, se aprecia una inhibicién de la
espermatogénesis, presencia de abundantes vacuolas, desorganizacion y
amplias zonas carentes de células; en la figura e se observa una distribucion
similar que en la figura d, sin embargo en la ultima imagen se aprecia mas

marcada la ausencia de células espermaticas.
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a) Control b) Control
negativo positivo

c) Tagetes d) Cynodon d) Lippia e) Opuntia ficus-
lucida dactylon graveolens indica

Figura 9. Micrografia de los cortes histolégicos de testiculos de ratas
tratadas y controles

Evaluacion de bioactividad sobre la reproduccion de las particiones del
extracto de Opuntia ficus-indica en ratas macho Wistar

El grupo de ratas macho tratado con el extracto metandlico de Opuntia ficus-
indica presento mayor actividad biolégica sobre la reproduccién, alterando
considerablemente los parametros de calidad espermatica, asi como
ocasionando alteraciones en los testiculos de ratas y niveles séricos de
testosterona, también el andlisis de células individuales por el ensayo cometa
mostro alteraciones en el dano al material genético. En base a los resultados
obtenidos se consideré realizar las particiones de este extracto con diferentes
solventes para de esta manera someter las particiones obtenidas a un estudio
de la actividad biolégica sobre la reproduccién para determinar la particion o
particiones mas bioactivas, resultando que la particién realizada con el solvente
de cloroformo presenta mayor alteracién en la viabilidad y motilidad espermatica
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(tabla X), concentracién de testosterona (tabla X), en este grupo se ven
disminuidas con respecto a los demas grupos, se observan mayor migracion
del material genético de células espermaticas (figura 10 y tabla Xl), asi mismo
los cortes histologicos presentan abundantes vacuolas, desorganizacion vy
amplias zonas carentes de células (figura 11).

Tabla 10. Evaluacion de los niveles séricos de testosterona y calidad
espermatica en ratas tratadas con las particiones del extracto de Opuntia
ficus-indica

Motilidad Densidad Viabilidad
Testosterona espermatica espermatica espermatica
Grupo % mil/ImL %
ng/mL
1
Insoluble en 4.29 52.83 11.13 53.16
cloroformo
2
Soluble en 3.72 56.6 19.06 58.83
hexano
3
Soluble en 1.94 37.33 27.28 39.83
cloroformo
Control
negativo 3.012 78.20 28.20 75.60
Control
positivo 3.79 60.80 29.00 48

Control negativo Control positivo

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Insoluble cloroformo Soluble hexano Soluble cloroformo
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Figura 10. Micrografia de los niveles de dafo en células espermaticas de
ratas tratadas con las particiones de Opuntia ficus-indica

o3% g

CONTROL CONTROL
NEGATIVO POSITIVO

Grupo 1
(Insoluble en
cloroformo)

Grupo 2 Grupo 3
(Soluble en hexano) (Soluble en cloroformo)

Figura 11. Micrografia de los cortes histologicos de testiculos de ratas
tratadas con las particiones del extracto metandlico de Opuntia ficus-
indica

En el tejido del grupo control negativo se observd una elevada densidad de
células espermaticas, no se observé vacuolizacion y se observaron limites
celulares bien definidos y estructura de la apariencia histolégica normal; en el
control positivo se presentd inhibicibn de la espermatogénesis, dafno
generalizado en el tejido testicular, presencia de abundantes vacuolas, signos
de necrosis y alteraciéon de la arquitectura testicular normal caracterizada por la
desorganizacion y amplias zonas carentes de células; grupo 1 (insoluble en
cloroformo): vacuolizacion en la region de los tdbulos seminiferos,
observandose amplias zonas carentes de células y disminucién espermatica;
grupo 2 (soluble en hexano): inhibicion de la espermatogénesis, presencia de
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abundantes vacuolas, desorganizacion y amplias zonas carentes de células; en
el grupo 3 (soluble en cloroformo) se acentua el dafo a la morfologia testicular
disminuyendo las células precursoras ocasionando disminucién en las células

espermaticas.

6.4.1 Particiones del extracto crudo de Opuntia ficus-indica con solventes
de distintas polaridades

En la tabla XI se muestra el rendimiento de las particiones realizadas al extracto
crudo de Opuntia ficus-indica con hexano y cloroformo como solventes
respectivamente. Mostrando un rendimiento mayor en la parte insoluble en
cloroformo o particion metandlica.

Tabla 11. Rendimiento de las particiones del extracto metandlico de
Opuntia ficus-indica

Particion % Rendimiento
Insoluble en cloroformo 96.8
Soluble en hexano 2.69
Soluble en cloroformo 0.503

6.5 Identificacion de compuestos presentes en las fracciones activas, por
cromatografia de gases acoplado a masas.

Las fracciones cloroférmicas y hexanicas del extracto metandlico de Opuntia
ficus-indica se sometieron a un analisis por CG-MS para la identificaciéon de
compuestos, ya que fueron las fracciones que presentaron mayor bioactidad en
contra de los parametros de calidad espermatica y morfologia testicular

En la Figura 12 se muestra el espectro de la particién soluble en cloroformo en
el que se observan diversas sefales, identificando el pico mas alto con tiempo
de retencion (TR) de 25.29 unidades, se propone que el compuesto
corresponde al N-etil-1,3-ditioisoindolina, la cual se identific6 con un 59 % de
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certeza de acuerdo a la libreria Wiley 7n.1 de la base de datos del equipo
(HP19091J-433 Hewelwt Packard, Abonadle, PA).

En la figura 13 se muestra el espectro de la particion soluble en hexano en el
que se observan diversas sefnales, identificando el pico mas alto con TR de
25.30 unidades, se propone que el compuesto corresponde al Ciclobutano,
1,2:3,4-di-o-propaneboronato-1-octeno.
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Figura 12. Cromatograma de la particién soluble en cloroformo del
extracto metandlico de Opuntia ficus-indica
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Figura 13. Cromatograma de la particion soluble en hexano del extracto
metandlico de Opuntia ficus-indica
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7.- DISCUSION

Desde hace décadas, el empleo de plantas medicinales y de los productos
derivados de las mismas esta aumentando de manera importante. Esto se debe
a una serie de factores, entre los cuales debemos destacar en muchos casos el
conocimiento preciso de la composicién quimica y el hecho de que en la
actualidad dicha utilizacibn se fundamenta en numerosos ensayos
farmacoldgicos in vivo e in vitro. De esta manera, el uso de las especies
vegetales medicinales que se ha venido haciendo en forma empirica y basada
en la tradicidn tiene hoy una base cientifica con nuevas herramientas analiticas
(Araujo et al., 2004). Las plantas evaluadas en este estudio se seleccionaron
bajo tres de los cinco criterios propuestos por Williamson (1996), por sus
caracteristicas etnofarmacoldgicas, por su distribucién en el semidesierto del
Norte de Meéxico, y por antecedentes de actividad biolégica. El eluente
empleado en el proceso de maceracion de las plantas en estudio fue metanol,
se selecciond por su alta polaridad ya que se desconoce el tipo de molécula
responsable y lo que se buscé fue obtener un extracto crudo con el mayor
namero posible de principios activos. Posteriormente al extracto que presentd
mayor actividad biolégica contra la reproduccién fue sometido a un
fraccionamiento y fue probada nuevamente su actividad contra la reproduccion
como lo proponen Rondina et al., (1991).

Los porcientos de rendimiento obtenidos de las partes aéreas de las plantas
procesadas por maceracion en metanol fueron muy variados entre cada uno de
ellos, el extracto donde se obtuvo el menor rendimiento fue Cynodon dactylon,
esto debido a que la polaridad de los grupos funcionales presentes en esta
planta fue menor, el que le sigui6 fue el extracto de Opuntia ficus-indica,
posteriormente Tagetes luciday el extracto que presentd mayor rendimiento fue
Lippia graveolens indicando una mayor presencia de grupos funcionales con
alta polaridad debido a la afinidad de los grupos funcionales por el solvente
empleado en el proceso.

El andlisis fitoquimico preliminar de los extractos crudos mostré la presencia de
diversos grupos funcionales, se ha reportado en Cynodon dactylon |la presencia
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de: B-sitosterol, flavonoides, alcaloides, glicosidos, triterpenos, vitamina C,
carotenos, grasas, acido palmitico (Chidawar et al., 2011; Prakash, 2011), lo
que demuestra que en base a los analisis realizados existe una relacion
estrecha de lo reportado por otros autores y este trabajo, ya que las pruebas
realizadas dieron positivas para los esteroides como puede ser (B-sitosterol, asi
mismo para alacaloides, flavonas, saponinas o grasas, en contraste se encontré
que en este estudio dio negativo para la presencia de terpenos, lo cual puede
ser atribuido al solvente que fue empleado para la obtencién de los extractos;
en otros estudios Lippia graveolens ha presentado reportes de la presencia de
flavonoides, aglicanos, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos, derivados
del fenilpropano estearopteno y dos tipos de fenoles, en mayor contenido el
carvacrol y en menor proporcion el timol. Las raices contienen estaquiosa y los
tallos sustancias tanicas (Longe, 2005; Arcila-Lozano et al., 2004; Verma et al.,
2010), en este estudio se identificd la presencia de cumarinas, esteroides,
antraquinonas, antocianinas y flavonas y dio negativo para la presencia de
terpenos y taninos, en contraste con lo reportado, esto pudo ser debido a que
los autores analizaron los aceites esenciales de la planta y en este estudio se
realiz6 por medio de maceracién por metanol obteniendo moléculas de distinta
polaridad en cada metodologia.

Por su parte Opuntia ficus-indica tiene reportes de la presencia de una gran
variedad de compuestos como &cido hialurénico, polisacaridos como pectina,
prolina, azicares como galactosa, arabinosa, xilosa, ranosa, glucosa, asi como
vitamina C, A, B1, B6, lipidos, proteinas, aminoacidos como prolina, glutamina,
taurina, también carotenoides, tocoferol, polifenol, flavonoides, entre otros iones
(Atef et al., 2013; Kauretal et al., 2012; Ennouri et al., 2006), en este estudio no
se identifico la presencia de terpenos como lo es la vitamina A, ya que los
reportes indican de su presencia en el fruto de la planta (Kaur et al., 2012) y el
analisis fitoquimico que llevamos a cabo se realiz6 de los cladiolos de O. ficus —
indica, se indentifico la presencia de cumarinas, esteroides, saponinas,
antocianinas, taninos pirogalicos, flavonas

En las pruebas fitoquimicas realizadas al extracto metandlico de T. lucida se
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identificaron saponinas, flavonoides, esteroides, alcaloides y antocianinas,
identificando algunas diferencias con los resultados encontrados en la literatura
ya que reportan que T. lucida es una especie medicinal cuyo principal
compuesto activo acumulado en las partes aéreas, es un aceite esencial
constituido fundamentalmente por metilchavicol, se refiere que posee ademas 7
cumarinas las cuales en nuestro estudio dieron negativo para la presencia de
las mismas, también se reporta la presencia de 3 flavonoides, dando positivo
solo en la presencia de flavonas (Acosta et al., 2011), asi mismo se ha
reportado la presencia de terpenoides en las hojas contrastando con lo
reportado en esta investigacién, ya que para la presencia de terpenos dio
negativo (Capunzo, 2003).

Con respecto al ensayo de letalidad sobre A. salina es una técnica que ha sido
ampliamente utilizada para seleccionar extractos crudos con potencial biol6gico,
debido a que se ha demostrado que el crustaceo es sensible a un amplio rango
de compuestos con actividad biolégica (Meyer et al., 1982; Bastos et al., 2009;
Almeida-Alves et al., 2000; Massele and Nshimo, 1995; Solis et al., 1993; Nieto
et al.,, 2008; Vanhaeckele et al.,, 1998). Se ha determinado que esta técnica
tiene una posible correlacibn con la pruebas especificas de toxicidad
(McLaughlin, 1998)

Para evaluar la toxicidad de los extractos metandlicos de Cynodon dactylon,
Lippia graveolens, Opuntia ficus-indica 'y Tagetes lucida se utiliz el ensayo de
letalidad sobre A. salina y se obtuvieron en los casos de Cynodon dactylon 'y
Opuntia ficus-indica valores de DLsy superiores a 1,000 ug/mL, lo cual indica
que el extracto no es tdxico segun los criterio de Lagarto-Parra et al., (2001) y
segun la escala de Déciga-Campos (2010). Para el extracto de Lippia
graveolens se obtuvo una DLsy de 247.87 pg/mL y Tagetes lucida una DLsy de
454.02 ug/mL, segun los criterios de Lagarto-Parra et al., (2001) son extractos
activos. Considerando estos criterios se puede establecer un futuro prometedor
de Opuntia ficus-indica ya que fue el extracto que demostr6 mayor actividad
biolégica contra la calidad espermatica y menor toxicidad contra los nauplios de
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A. salina 'y ha sido empleado como alimento desde tiempos ancestrales hasta la
actualidad sin presentar reportes de toxicidad.

Se midié el comportamiento del peso corporal de las ratas tratadas y controles
durante la investigacidén en intervalos de tiempo de 1 semana cada medicion,
observandose que en el grupo de Opuntia ficus-indica hubo una disminucion
significativa en dicho parametro con respecto al grupo control negativo y los
grupos tratamiento, Grube et al. (2013), reportan el efecto sobre la disminucion
de peso corporal en pacientes administrados con una fibra aislada de Opuntia
ficus-indica sin reportar efectos secundarios en los pacientes, de la misma
forma pero en un experimento en ratas Ennouri et al. (2006), observaron la
disminucidén de colesterol, proteinas de baja densidad y disminucién de peso
corporal, sin reportar alteraciones en el estado de salud de los animales de
experimentacion, ambas investigaciones mantienen una relacion estrecha con
este grupo ya que aparentemente no se ve comprometida la salud de las
unidades experimentales con la administracion de Opuntia ficus-indica. Con
respecto a los pesos corporales de los tratamientos de Cynodon dactylon,
Lippia graveolens y Tagetes lucida no mostraron alteracion significativa durante
la alimentacion en el tratamiento, resultados similares pero con extracto de
semilla de Abrus precatorius indican que el extracto no promueve el aumento de
peso que causa la obesidad o retencién de agua (Bath et al., 2007).

Otro de los parametros evaluados en esta investigacion fue el peso y longitud
de los testiculos y epididimos de los animales expuestos, asi como los niveles
plasmaticos de testosterona, observandose en el grupo de Lippia graveolens
una disminucién del peso y la longitud del testiculo asi como niveles bajos de
testosterona en suero, Gopalkrishnan (2011) en un estudio similar pero con el
extracto de semilla de Madhuca latifolia, reportd la disminucién del tamafio de
los testiculos en ratas, en concordancia con la disminucién en los niveles
plasmaticos de testosterona, indicando que dicha disminucion en el tamarfo de
los testiculos es ocasionada por la atrofia en tejido glandular y la reduccién en
las células secretorias por la disminucién en los niveles de testosterona, ya que
esta hormona es la que estimula en gran medida el desarrollo de los érganos
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sexuales masculinos. En el caso del grupo administrado con Tagetes lucida se
observa un incremento del tamafno y peso de testiculo en concordancia con
niveles altos de testosterona en plasma, Gui-Yan (1998) empleo testosterona
como tratamiento ha personas con hipogonadismo mostrando el incremento de
los testiculos en los pacientes, asi mismo Singh et al. (1995), observaron que
con la administracién de testosterona en ratones con hipogonadismo lograba
incrementar el numero de células espermaticas y los niveles de testosterona.
Meena (2012) administré a ratas macho una combinacién de dienogestrel y
testosterona lo que ocasion6 una disminucién en los niveles de testosterona
plasmatica y la disminucion del peso de los testiculos ocasionando una
inhibicién en la espermatogénesis. En el caso del tratamiento con Opuntia ficus-
indica no se observa una relacion estrecha entre los parametros de los niveles
plasmaticos de testosterona con los pesos y longitudes de los testiculos, ya que
en estudios similares estan relacionados directamente proporcional la
disminucién del tamafio del testiculo con niveles bajos de testosterona y aqui se
observa una disminucidn significativa en los niveles de testosterona pero no
existe diferencia significativa ni del peso ni de la longitud de los testiculos con
respecto al control negativo, posiblemente ocasionado por una inflamacién en
este tejido.

Como parametros de calidad espermatica se determinaron la motilidad,
densidad, viabilidad y ensayo cometa, observandose en el grupo de Opuntia
ficus-indica una disminucién marcada en estos parametros, por debajo de los
grupos evaluados y los controles. Este grupo presentd una concentracion
espermatica de 10.8 millones de espermatozoides por mL y el grupo control
negativo 28.20 millones de espermatozoides por mL, solo el 31.8 % de estas
células se encontraban vivas, en cuanto al control negativo el 75 % de las
células presentaron vida, la motilidad o movimiento progresivo que presenté el
grupo de Opuntia fue de 28.6 % y el control negativo presento un movimiento
progresivo de 78.20 %, al evaluar por medio del ensayo cometa las células
individuales del grupo de Opuntia, observamos que el mayor numero de células
cuantificadas se encontraba en el nivel de dano IV o células totalmente
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danadas con cometas visibles. En otra investigacion con ratas donde se
administré extracto etandlico de Lagenaria breviflora, los espermatozoides
presentaron anormalidades en la morfologia pero la viabilidad de las células
estaban dentro del rango de las ratas control, lo que demuestra que el extracto
no afectd la viabilidad de espermatozoides pero causo6 la deformacién de las
células afectando su movilidad; caso contrario a este estudio donde los
parametros de la concentracion espermatica, motilidad y viabilidad fueron
afectados significativamente en comparacion con el grupo control. Otro reporte
pero con extracto etandlico al 50 % de la raiz de Martynia annua dio como
resultado un nulo conteo de los espermatozoides testiculares y epididimales
causando lesiones en los tubulos seminiferos relacionados con la dosis
administrada. En otra investigacion realizada en ratas Sprangue Dawley donde
se comparé la respuesta de ciclofosfamida (CF) y bleomicina (BL) se observo
un efecto mutagénico de ambos compuestos, obteniéndose cabezas de
espermatozoides anémalas con la CF en comparacién con la BL, a la misma
dosis, disefo y via utilizada, observandose a la vez una disminucién en la
concentracion espermatica, (Arencibia y Rosario, 2011) lo cual refleja resultados
similares a esta investigacién. Ratas macho administradas con nanoparticulas
de plata de diferente tamano y bajo diferentes tiempos de exposicion revelé que
estas causaron disminucién en el conteo de espermatozoides, en paralelo
aumenté los niveles de dafnos en células espermaticas evaluadas por
electroforesis en gel de células individuales, la morfologia espermatica se vio
comprometida (Gromadzka-Ostrowska et al., 2011) observandose gran similitud
en los resultados encontrados en nuestra investigacion, a razéon que de una
menor viabilidad y motilidad se aumenta el nivel de dafio en las dobles cadenas
de ADN espermatico.

Los cortes histoldgicos de testiculo realizados a las ratas tratadas y control
positivo muestran dafios en el tejido, sin embargo en el grupo tratado con
Opuntia se observa este dafo mas generalizado, el haz de luz de los tlbulos
seminiferos de este grupo presenta una concentracibn menor de
espermatozoides, si se equipara con la cuantificacion de espermatozoides se ve
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una relacion estrecha entre ambos, asi mismo se observa una disminucién en
las células de sostén lo cual se relaciona con la madurez de los
espermatozoides afectando la concentracion espermatica, movilidad y viabilidad

de los mismos.

Meena et al., (2012), realizaron un estudio en el cual administraron testosterona
con diengestrol a ratas macho, en las cuales se observdé una disminucion
marcada en la espermatogénesis de los animales tratados, en los cortes
histoldgicos de testiculo se observo una disminucion de las células germinativas

y de los espermatozoides, lo cual se ve reflejado en el peso de los testiculos.

Gopalkrishnan y N.Shimpi (2011), reportaron que el extracto de semilla de
Madhuca latifolia causaba efectos muy similares a los encontrados en nuestra
investigacién, ya que los cortes histologicos de testiculo de rata albina
mostraron espacios vacios denominados vacuolas, afectando estos espacios a
la produccién de espermatozoides y la disminucién de células germinativas las
cuales dan la madurez necesaria a los espermatozoides, reflejandose en la

movilidad, motilidad y niveles séricos de testosterona.

Mali et al., (2002), reportaron que la administracion del extracto de la raiz de
Martynia annua en ratas macho, afecta progresivamente la morfologia testicular
conforme las dosis de este extracto se incrementa, dando como consecuencia
de este dafo morfoldgico, disminucion en la concentracidon espermatica,
movilidad atipica de los espermatozoides y viabilidad espermatica baja,
resultados similares se presentan en esta investigacion donde la morfologia
testicular esta de la mano con la baja calidad esperméatica y los niveles séricos
de testosterona.

La informacién obtenida con esta investigacion cientifica aporta que los
extractos evaluados presentan actividad contra la espermatogénesis, en
diferentes grados de afectacién, observandose una mayor actividad en el
extracto de Opuntia ficus-indica. Por tal motivo se realizaron particiones

hexanicas, cloroférmicas e insoluble en cloroformo a este extracto, para
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determinar cual o cuales de las particiones son las responsables de la actividad

contra la espermatogénesis.

Se encontr6 que la particion cloroférmica disminuyo significativamente la
concentracion espermatica, la motilidad y la viabilidad espermatica, asi mismo
los niveles de testosterona en suero presentan una disminucion significativa con
respecto a los controles. El nivel de dafo observado en las cadenas de ADN de
las células espermaticas del grupo tratado con la particidn cloroférmica,
presenta altas rupturas, lo que se traduce como niveles altos de migracion de
ADN. Los cortes histologicos de testiculos en los grupos tratados con la
particion cloroférmica, también muestran anormalidades morfol6gicas como
vacuolizacién, ausencia de células germinativas y baja densidad espermatica

en el haz de luz de los tubulos seminiferos.

El andlisis seminal permite dar informacién sobre la espermatogénesis y la
condicidn fisiologica de los tejidos comprometidos (Aitken, 2010), observandose
en esta investigacion que las anormalidades en la calidad espermatica son un
reflejo de la influencia de la concentracion sérica de testosterona y por ende se
observa alteraciones en la estructura testicular ya que la testosterona esta
estrechamente relacionada con la produccién de las hormonas Foliculo
estimulante y la hormona Luteinizante que a su vez, estas actuan sobre las
células de Sertoli y las células intersticiales las cuales son las encargadas del
desarrollo y maduracién de los espermatozoides. En la década de los 50,
MacLeod & Gold (1953) comenzaron a comparar los seminogramas de
personas fértiles con pacientes con problemas para concebir un hijo,
encontrando una estrecha relacién entre la concentracion espermatica, la
motilidad de ellos y su influencia en la capacidad fecundante de los varones en
estudio. En los ultimos afos el andlisis seminal continda siendo una de las
mejores herramientas en la investigacién de la fertilidad masculina y la que
brinda la mejor informacién previa para evaluar la calidad reproductiva de los
varones (Espinoza-Navarro y Sarabia, 2011).

62



Los resultados obtenidos de los espectros por CG-MS en la particion soluble en
hexano del extracto metandlico de Opuntia ficus-indica, muestran 41 sefales
con tiempos de retencion que va desde 4.24 grados hasta 25.30, dentro de los
compuestos identificados en esta particion, se encuentra el &cido palmitico, con
un tiempo de retencién de 17.18 y una confiabilidad de 97%, también se
identifico el acido oleico con un tiempo de retencion de 17.69 y una confiabilidad
del 53%, ambos compuestos fueron reportados por James Duke con efecto
antiandrogénico, por lo tanto estos compuestos pueden ser los responsables de
que los niveles de testosterona fueran disminuidos, provocando con ello la
disminuciéon de los parametros de calidad espermatica y la fisiologia del
testiculo.

La particion soluble en cloroformo muestra 60 sefiales con tiempos de retencion
que van desde 3.23 hasta 25.29, de los compuestos identificados se encuentran
el acido linoleico con un tiempo de retencién de 19.35 y una confiabilidad de 35,
el acido oleico y el acido palmitico con un tiempo de retencion de 15.92 y una
confiabilidad del 37 %, estos compuestos segun la Dr. Duke’s Phytochemical
and Ethnobotanical database, tienen efectos antiandrogénicos, los cuales
pudieron afectar las concentraciones de Testosterona, que a su vez disminuyo

la calidad espermética y comprometié el tejido testicular.
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8.- CONCLUSIONES

e Los extractos metandlicos de Cynodon dactylon, Lippia graveolens
H.B.K., Tagetes lucida y Opuntia ficus-indica del que se obtuvo mayor
rendimiento fue de la parte aérea de Lippi graveolens con un 18.76% y el
menor del extracto de Cynodon dactylon con un 2.29%.

e Los extractos de Opuntia ficus-indica y Cynodon dactylon no mostraron

toxicidad sobre nauplios de Artemia salina.

e El peso corporal de los animales tratados con el extracto metandlico de
Opuntia ficus-indica se vio disminuido y el grupo que presento mayor
peso fue con el extracto de Tagetes lucida con respecto a los demas
grupos tratados y los controles,

e Los niveles séricos de testosterona del grupo tratado con el extracto de
Opuntia ficus-indica presentaron una disminucién significativa respecto al
grupo control negativo, el que presentdé los niveles mas altos de
testosterona fue el grupo tratado con Tagetes lucida.

e La concentracion, viabilidad y motilidad de los espermatozoides de ratas
tratadas con el extracto de Opuntia ficus-indica disminuyo
significativamente con respecto al grupo control negativo.

e El dafo de los espermatozoides evaluado por medio del ensayo cometa
en el grupo de Opuntia ficus-india, presentd niveles altos de rupturas de
doble cadena del ADN.

e Los cortes histolégicos efectuados a los testiculos de las ratas
administradas con el extracto de Opuntia ficus-indica, muestran un dano
morfolégico mayor que los observados que en los grupos administrados
con los demas extractos y los controles.

e Los extractos metandlicos de las plantas en estudio: C. dactylon, L.
graveolens H.B.K., T- lucida y O. ficus-indica presentaron actividad
contra la espermatogénesis en ratas macho Wistar a una dosis de 50
mg/kg, siendo el extracto con mayor actividad el de O. ficus-indica al
alterar significativamente cada uno de los pardmetros evaluados con

respecto al control negativo.
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e La particién del extracto metandlico de O. ficus-indica con cloroformo y
hexano, se llevd a cabo en este extracto por presentar la mayor
bioactividad de las cuatro plantas evaluadas sobre la espermatogénesis.
la soluble en cloroformo fue la que presenté mayor actividad sobre la
espermatogénesis similar a los estudios efectuados sobre el extracto
metanolico crudo.

e El andlisis por CG-MS de las particiones soluble en hexano y soluble en
cloroformo muestran la presencia de compuestos reportados con efecto
antiadrogénico como el 4cido linoleico, acido palmitico y &cido oleico.

La administracion oral del extracto metanélico de Opuntia ficus-indica a ratas
macho Wistar produjeron efectos en la calidad espermatica y estructura
testicular, especificamente en los tubulos seminiferos. Probablemente los
compuestos presentes en el extracto metandlico de Opuntia ficus-indica tengan
influencia inhibidora sobre la liberacion de las hormonas gonadotropicas las
cuales a su vez son las responsables de la produccién de testosterona por lo
que al verse afectadas dichas hormonas, se produce una disminucion de la
produccién de testosterona, lo que conduce a cambios en la espermatogénesis
contrastada con la afectacion de la concentracion espermatica, viabilidad y
motilidad, asi mismo el dano en la estructura testicular, aunado a su efecto
genotoxico. Se proponen estudios complementarios para evaluar
completamente la fertilidad y reversibilidad con la particién cloroférmica del

extracto metandlico de esta planta por ser la responsable de dicha actividad.
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