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ABREVIATURAS

M : Micra

A: Angstrom

0% Oreja derecha

PY. Pata derecha

M?: Mano derecha

C: Cola

P Pata izquierda

min.: minuto

seg.. Segundo

g: Gramos

mAmp: Miliamperios

Ip: dosificacion intraperitoneal
<! menor de

Et.OAc: acetato de etilo
Conc.: concentracion

LCso: concentracion letal media
MeOH: metanol- metandlico
CHCl3: Cloroformo- cloroférmico
CHxClI2: Diclorometano
p.p.m. Partes por millén

H: Horas

mg: Miligramos

m.s.n.m: Metros sobre el nivel del

mar

Kg: Kilogramos

nm: Nanometros

mm: Milimetros

Na*: Sodio

K*: Potasio

Ca*": Calcio

EtOH: Etanol-etanolico
H-O: Agua-acuoso

Ext.: Extracto

DLso: Dosis letal media

mL: Mililitros

%: Por ciento

MIC: Concentracién minima
inhibitoria

IC: Concentracién inhibitoria
Di: Dosis a inocular

W: Peso del animal

D1:dosis uno(20 mg/Kg de extracto)
D2:dosis dos(200 mg/Kg de extracto)

P: Patréon (furosemida)

B: Blanco (vehiculo)
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemorables el hombre primitivo debid adquirir conocimientos
que le fueran utiles al determinar cuales plantas poseian valor alimenticio y cuales
podrian ser venenosas; los poderes curativos de ciertas hierbas, jugos, raices,
hongos, entre otros indudablemente se descubrieron por accidente. Una vez
estos atributos fueron conocidos se transmitieron de generacidn en generacion

mediante manuscritos, cuentos, leyendas y creencias.

En Colombia, particularmente en los pueblos de la regidén caribe, es una tradicion
la utilizacidon de plantas con fines medicinales, es asi como de nuestros abuelos y
tatarabuelos conozcamos un sin numero de remedios, con base en plantas que

efectivamente son terapéuticas en el tratamiento de diversas enfermedades.

En los ultimos afos, la medicina moderna ha tomado un auge extraordinario,
numerosas especies de plantas han sido estudiadas, asimismo el avance en el
campo de la quimica de los productos naturales, la farmacologia, biologia y
toxicologia ha permitido el desarrollo de investigaciones que contribuyan a
solucionar problemas y a evitar ciertas formas de uso y administracion de las

plantas medicinales que manifiestan poner en riesgo la salud de la poblacion.

Uno de estos vegetales ha sido Jafropha curcas L. que es un pequefio arbol de
madera suave Yy savia traslucida muy utilizado en nuestra regidbn como cercas
vivas en las granjas y fincas; comunmente se le conoce como pifidn, pifidn de
purga o purga, pertenece a la familia de las Euforbiaceas y son muchos los usos
medicinales atribuidos a esta planta; que van desde purgativos, cicatrizante,
antiséptico, diurético, depurativo, emeético, antiinflamatorio hasta antirreumatico y

anticancerigeno. (18,22)



El género Jalrcpha pertenece a la familia Euforbiaceae, que comprende mas de
7000 especies de plantas de casi todo el mundo, muy abundantes en paises
calidos. Este genero esta muy diversificado con cerca de 170 especies, en
Colombia después del Croton es el genero mas numeroso de la familia

Euforbiaceae.

Dentro de este marco el propdsito del presente trabajo de investigacion es el de
contribuir en la determinacion de las actividades de la planta Jalrcpha curcas, si el
extracto etanolico de las semillas posee actividad diurética y si el mismo pudiese
inducir algun efecto toxico que afecte la salud y ponga en riesgo a todas aquellas

personas que de una u otra forma utilicen esta planta para aliviar sus males.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1 DESCRIPCION BOTANICA DE Jatropha curcas L. (22)

Esta planta es conocida popularmente con los nombres vulgares “pifion de
purgas, “frailecillo”, y comunmente en nuestro departamento como “pifidn, el cual
es un arbusto caducifolio androdioico que crece hasta 6 m de altura, con un
diametro de tronco aproximado (d.a.p) de 14-18 cm, corteza externa lisa,
escamosa, muy delgada, de color pardo claro, latex blanquecino de sabor amargo,
flores hermafroditas, hojas alternas penta lobuladas, haz de color verde claro con
nervios mediales y secundarios, nerviacion palmificada, fruto en drupa oval,
inmaduro de color verde, maduros de color amarillo (figura 1), sabor amargo y

semillas ovoides con dos cotiledones de color blanco crema.

Este arbusto puede presentar hasta dos épocas de floracion y fructificacion por
ciclo anual. Las épocas de floracion se registran en los meses de Mayo -Julio, y
las de fructificacion en los de Julio - Octubre, pero es comun encontrar arbustos

con flor y fruto en el mes de Julio.(27)

2.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA PLANTA

Esta planta de habito perenne, originaria de América del sur se adapta a
diferentes condiciones edaficas, ecologicas y climatologicas. Su presencia ha
sido informada en todos los continentes, se puede hallar desde el nivel del mar
hasta mas de 1000 m de altitud. (71) De acuerdo a los especimenes depositados
en los herbarios de la Universidad de Antioquia (HUA), Universidad del Valle
(UNIVALLE) y Herbario Nacional Colombiano (COL), esta especie ha sido



coleccionada en Colombia en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Casanare,

Cauca, Santander y Valle entre 480 y 1800 m.s.n.m (22, 27)

Figura 1. Semillas de Pinon(Jafropha curcas L.) ubicadas en cercados de fincas
de la vereda El Delirio- jurisdiccion del municipio de Los Palmitos, Sucre.

2.3 USOS ETNOMEDICOS
Tabla 1. Informacion etnomedica de Jatropha curcas L.
Tabla 2. Actividades biologicas reportadas de extractos de Jafropha curcas

2.4 QUIMICA

Muchas especies del genero Jafropha se han investigado quimica vy
farmacoldgicamente, encontrandose una variedad de interesantes compuestos,
especialmente terpenos con diversas actividades farmacologicas, una de estas es
Jatropha curcas L, planta en la que se han reportado compuestos que son
especificados y detallados en el siguiente cuadro con su respectiva ubicacion y

referencia bibliografica:

Tabla 3. Composicién Quimica Reportada en Jatropha curcas L.

Las semillas contienen hasta un 40% de un aceite purgante color amarillo,
semisecante, que contiene los esteres de los acidos palmitico, estearico (10-
17%), linoleico(18-45%), oleico (42-62), Miristico y araquidonico, acidos organicos
(crotonico, tiglinico), sacarosa, rafinosa, estaquiosa, glucosa, fructosa, galactosa,
la proteina toxico cursina, curcasina y taninos; el analisis proximal de 100 g de
semilla fresca contiene: humedad (6.6 g), proteina (18.2 g), grasa (38 Q),
carbohidratos totales (33.5 g), fibra (15.5 g) residuos (4.5 g); el contenido total de

aminoacidos esenciales es de 36.03 g por 100 g de proteina. (16)



2.5 GENERALIDADES SOBRE EL PROTOCOLO PARA LA EVALUACION
DE TOXICIDAD AGUDA ORAL DE PRODUCTOS NATURALES. (90)

La evaluacion de la actividad toxica de los extractos vegetales o compuestos
purificados es indispensable para considerar que un tratamiento es seguro; los
objetivos de los ensayos de toxicidad implican la utilizacion de animales sensibles
como las ratas de laboratorio; la administraciébn de los extractos en cantidades
crecientes permite evaluar los limites de toxicidad, idealmente deben probarse dos
vias, tres dosis y ambos sexos para decir que un tratamiento es seguro,
debiéndose tomar en cuenta factores como la edad, sexo, especie, condiciones
ambientales, acceso a la comida y al agua; las observaciones que se efectuen
incluyen: relacion dosis-respuesta, sintomas, signos toxicos, conducta del animal
durante el periodo de observacion, tiempo de muerte, velocidad de recuperacion y

autopsia de los animales muertos.

2.5.1 Producto de pruebay animales de experimentacion:
La sustancia a probar debe ser administrada oralmente en dosis graduadas a
diferentes grupos de animales de experimentacion(una unica dosis por grupo),
las dosis usadas podran estar basadas en los resultados obtenidos en ensayos

previos como el test hipocratico.

Los efectos observados y las muertes ocasionadas por el producto de prueba
deben ser resaltados, animales que durante la prueba presenten signos de
sufrimiento, dolor deben ser sacrificados humanamente, practicando la
correspondiente necropcia para tratar de evidenciar las causas de los efectos
observados.

Dentro de las especies de animales de experimentacion, propias para la
realizacion de pruebas de toxicidad y diuresis, la mas adecuada es la rata, de
usarse otra especie debe aclararse y justificarse su seleccion; los animales
seleccionados deben ser adultos jovenes, sanos con 8 a 12 semanas de edad,

entre 180-200 g de peso, con una variacion maxima de peso equivalente al 20%



entre individuos; deben usarse 5 animales identificados por dosis de prueba y por
sexo, si existe diferencia significativa evidenciada en la susceptibilidad entre
géneros, de no conocerse esta diferencia, después de terminado el estudio con
animales de uno de los dos sexos, las diferentes dosis probadas, puede trabajarse
con un grupo del otro sexo, con una dosis que permita evidenciar la diferencia en
la respuesta, ademas de realizarse la prueba con un grupo de animales control,
cuya unica diferencia debe ser la no-administracion de la sustancia en prueba,
cuyo objetivo sera el de evaluar aspectos ajenos a esta, que puedan generar
efectos adversos en los animales tratados; la seleccion de los animales que
participaran en las prueba, su ubicacidn en los diferentes grupos de dosis y
control, se debe hacer en forma aleatoria, los cuales deben cumplir con un periodo
de ambientacion al sitio de la experiencia por un minimo de 5 dias antes de la

realizacion de la prueba.

2.5.2 Niveles de dosificacion:
Se refiere aqui a la cantidad de niveles de dosificacion, como minimo deben ser
cinco, dentro de los cuales estara presente un nivel de efecto no observable,
uno de efecto observable y lo posible de efecto letal, que permitira la elaboracion
de la curva dosis-efecto y la determinacion del valor de la dosis letal media
(DLso), mediante el método de Probits. Se debe mantener como dosis limite de

prueba 2000 mg/Kg de peso corporal de extracto seco, en lo posible liofilizado.

2.5.3 Periodo de Exposicion:
Los animales deben ser apartados con anterioridad a la administracion de la
sustancia de prueba, manteniéndolos en ayuno pero hidratados 12 horas antes
de la dosificacion de la sustancia, la cual debera ser administrada en dosis unica
a través de canula orogastrica, de no ser posible, en pequefias fracciones en no
mas de 24 horas. El alimento debe ser nuevamente colocado de 2 a 3 horas

después de la administracion de la sustancia.



2.5.4 Periodo de Observacion:

El periodo recomendado de observacion es de 14 dias, prestando atencion
especial el dia de la dosificacion, con una periodicidad y duracion de acuerdo
con la intensidad de las reacciones observadas. Es importante tener en cuenta al
momento de la aparicion de signos de toxicidad, su duracion, intensidad y

momento de muerte.

2.5.5 Examen Clinico Patologico:
Debe ser realizado por lo menos una vez por dia, haciendo observaciones
adicionales los primeros dias del estudio, teniendo en cuenta que todo debe estar

perfectamente documentado.

Para evitar la perdida de informacion, debe realizarse la respectiva necropcia por
muerte prematura de animales o evitar su deterioro por refrigeracion adecuada
hasta su analisis. Parar evitar la perdida de animales, debe aislarse aquellos que

se presenten muy debilitados o moribundos, para garantizar su recuperacion.

Las observaciones deberan hacerse en forma detallada, haciendo uso de escalas
bien definidas. Deberan incluir pero no limitarse a. cambios en nivel de actividad,
movimientos, postura, reactividad ante la manipulacion o estimulo sensitivo,
comportamiento estereotipado o extravagante, evaluacion de piel, pelaje, ojos,
membranas oculares, efectos respiratorios, circulatorios, efectos autondmicos y

del sistema nervioso central.

De la misma forma debe hacerse control de peso de los animales antes de la
administracion de la sustancia de prueba y de la muerte, asi como peridédicamente
durante la evolucion del estudio, a fin de determinar las alteraciones de peso que
pueden ser un importante marcador de toxicidad.

Muy importante resulta la determinacion con la mayor precision posible, del

momento en que suceden las muertes de los animales.



Como ayuda importante para la identificacion de alteraciones fisiologicas vy
metabdlicas, puede realizarse la toma de muestras sanguineas y orina, para la
realizacion de su analisis hematologico y quimico correspondiente, a fin de
determinar la actividad de fosfatasa alcalina (ALP), gammaglutamiltransferasa,
sorbitol  deshidrogenasa, aspartato  deshidrogenasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), acidos biliares totales, concentracion de proteina,
albumina, creatinina , nitrogeno ureico, colesterol, globulina, bilirrubina, urea,
calcio, sodio, potasio, y magnesio.

Ademas realizar el conteo de eritrocitos (RBC), leucocitos (WBC), diferencial de
leucocitos, plaquetas, concentracion de hemoglobina (Hb), volumen medio
corpuscular (MCV), tiempo de protrombina (PT), tiempo parcial de
tromboplastinaactivada (ATPT), hematocrito, volumen sanguineo total, a partir de
los cuales pueden ser calculados el volumen celular empaquetado (PCV),
hemoglobina corpuscular media (MCH), concentracion de hemoglobina

corpuscular media (MCHC).

2.5.6 Examen macroscopico:

Finalizado el estudio los animales deben ser pesados, sacrificados, para el
desarrollo de la evaluacidon de los cambios patoldgicos macroscopicos y la
respectiva necropcia, la cual no se debe demorar mas de dos dias en realizarse,
manteniendo el animal refrigerado a baja temperatura hasta su analisis, evitando

de esta forma la autolisis.
2.6 GENERALIDADES SOBRE ACTIVIDAD DIURETICA

2.6.1 Funcién Renal (15)

La principal funcion de los rifiones es la depuracion de la sangre mediante la
formacién de orina. Las unidades funcionales del riidn son las nefronas, unos
sistemas compuestos por vasos sanguineos, capilares glomerulares y tubulos,

donde se desarrollan tres procesos basicos para la formacion de la orina:



1. Lafiltracion de la sangre que llega a los capilares glomerulares.
La reabsorcion tubular de sustancias que no deben ser eliminadas.
La secrecion tubular de sustancias que pueden sufrir también los dos

procesos anteriores.

Del equilibrio de estos procesos dependera la correcta formacion de orina que

presente una composicion, densidad, pH y volumen adecuados

2.6.2 Fisiologiarenal y mecanismo de accion de los diuréticos (77)
La palabra diuresis significa a través de la miccion, por extension, diurético se
refiere a un medicamento que ejerce su mecanismo terapéutico actuando en el
contenido y volumen de la orina excretada. Tradicionalmente el diurético se ha
utilizado en aquellos procesos que cursaban con edemas y/o disminucion del
volumen de orina (era un simple problema de ajuste de volumenes). El avance en
los conocimientos de la fisiologia renal, de los mecanismos de accion de los
diuréticos y de la fisiopatologia de diferentes enfermedades determina que las
indicaciones terapéuticas de los diuréticos no se basen exclusivamente en
problemas de volumen, sino en la modificacion del contenido en diferentes
sustancias (iones, proteinas, glucosa, etc.) de la orina.
El diurético actua principalmente disminuyendo la reabsorcion renal de Na* y CI'.
Segun el segmento de la nefrona sobre el que actua se determinan su potencia y
clasificacion.
A grandes rasgos el riidn controla la composicion hidro-electrolitica del liquido
extracelular interviniendo en el flujo sanguineo renal, factores humorales y
diferentes mecanismos de transporte de membrana.
La redistribucion del flujo sanguineo renal hacia las zonas yuxtamedulares
(nefronas con asa de Henle larga y elevada capacidad de reabsorcién de Na*)
favorece la retencion hidrosalina. Por el contrario, un flujo sanguineo renal dirigido
a la zona cortical (nefronas con asa de Henle corta y menor capacidad de
reabsorcion de Na*) determina una mayor diuresis. En general, un aumento global

del flujo sanguineo renal incrementa la diuresis. Los vasos renales tienen



capacidad de autorregulacion manteniendo el flujo sanguineo constante a pesar
de variaciones en la presion arterial. El riidn produce y secreta renina, factor clave
en el sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Los mecanismos de transporte de sustancias a la célula, intersticio y luz tubular
incluyen:
a) Transporte activo primario. es el transporte acumulativo de solutos (por
ejemplo: cationes)
£) Transporte activo secundario o cotransporte: por medio del transporte
activo primario se facilita el transporte secundario de otros solutos o el
intercambio de unos solutos por otros (por ejemplo: aminoacidos, glucosa,
fosfatos),
¢) Transporte pasivo: en funcidn de un gradiente de presion o electroquimico
(por ejemplo: agua, cloruros, urea, etc.). Algunas sustancias utilizan
diferentes tipos de transporte segun las concentraciones o los diferentes

puntos de los tubulos renales.

El tubulo proximal, asa de Henle, tubulo distal y colector actuan como un complejo
sistema que mediante la actuacion de gradientes osmoticos, de presion o
electroquimicos y mecanismos activos de transporte intercambian solutos, agua,
aminoacidos, etc., hasta conseguir la emision de una orina mas o menos rica en
solutos en funcion de las necesidades de la homeostasis corporal.

Todos los diuréticos producen una disminucion del volumen extracelular y del
gasto cardiaco y, en un segundo tiempo, una disminucion de las resistencias
vasculares periféricas que permanece indefinidamente. El efecto farmacologico se
produce en la luz tubular renal, por lo que es necesario una buena funcion renal
que permita suficiente concentracion del diurético en la luz tubular. Cuando el
aclaramiento de creatinina es menor de 40 mL/min sodlo son eficaces los diuréticos
de asa.

Existen distintos tipos de clasificaciones de los diuréticos segun diferentes

criterios: grupo quimico, potencia diurética, lugar de accion, duracion del efecto,



etc. Ninguna de estas clasificaciones es suficientemente didactica para el objetivo
de este articulo, por lo que hemos decidido denominar a cada grupo con el

nombre mas frecuentemente utilizado en la bibliografia.

2621 Funcon princpal ae [os aiuréticos:
v' Aumentar el flujo urinario
v Aumentar la tasa de excreciéon de sodio Nairiures:s

v Aumentar excrecién sodio con cloruro Sa/ures;s

2622 Efecles:
v' Excrecion de sodio extraido del liquido extracelular
v Eliminacion de agua del liquido extracelular con aumento de diuresis
y perdida de peso.
2623 (Causas de efeclcs:
v' Aumento de la filtracion glomerular
v Disminucion de la absorcion tubular (mayoria de los casos)
2624 Mas elicaces.
Los diuréticos que producen la liberacidn de agua como también la excrecion de
sodio y cloruro.
2625 Menos eficaces:
Los diuréticos que actuan con respecto a la excrecion de sodio y cloruro.
2626 Diuletico Ideal:
v/ que posea una accion sostenida y no brusca.
que tenga accidn natriuretica poderosa
no debe excretar mucho potasio
debe producir excrecion equilibrada de sodio y cloruro
no debe producir hipotension arterial excesiva

debe tener poca toxicidad y no provocar fenomenos alérgicos

AN N N N R

debe ser econémico



26.2.7 Electroilcs. Los electrolitos son iones libres que existen en los
liguidos corporales. Los principales en liquido extracelular son: Sodio (Na®),
Potasio (K*), Cloro (CI') y Bicarbonato (HCQOs3". Todos los procesos metabdlicos del
organismo afectan de alguna manera a la concentracion de electrolitos en sangre
y orina. Su concentracion (mmol/l) es determinante para la osmolalidad, el estado

de hidratacion y el pH de los liquidos corporales.

A lo largo de la nefrona los electrolitos son reabsorbidos o secretados segun sea
necesario para regular su concentracion sanguinea y para regular tanto la carga
osmotica o el pH de la orina. La existencia de una patologia renal se reflejara en
el desequilibrio de la concentracidn de estas sustancias tanto en sangre como en
orina de 24 horas.
2.6.3 Diuréticos de asa

Se denominan diuréticos de asa por ejercer su efecto diurético de forma principal
en el asa de Henle. Es el grupo de mayor potencia diurética y se utilizan en casos
agudos en los que se necesita efecto diurético rapido e intenso, o también en
patologia cronica cuando no se consigue el efecto terapéutico con diuréticos

menos potentes. También se denominan de diuréticos de alto techo.

2.6.3.1  Mecanismo de accion. Inhiben el transporte de CI” (cotransporte de
Na*, K*, Cl) en la parte gruesa del asa ascendente de Henle.
Presentan efecto dependiente de la dosis, tienen mayor potencia y
rapidez que las tiazidas, por lo que se utilizan en situaciones que

requieren una deplecidn rapida o urgente de sodio y agua.

2.6.4 Furosemida (15)
Pertenece a los diuréticos del asa, es una sulfonamida que actua sobre el asa de

Henle, soluble en acetona, dimetilformamida, en soluciones de hidroxidos
alcalinos, en metanol; bastante soluble en alcohol, muy poco soluble en cloroformo

y en agua.



e Vida meaia de media a una hora (1/2 a 1)

e Comienzo de la accion: de treinta a sesenta minutos (30 a 60 min.)
e [Lfeclo aiurético maximo: de veinte a sesenta minutos (20 a 60 min.)
e [Duracion de ia accion aiutética: de seis a ocho horas (6 a 8 h)

e Lliminacion. renal (88%), biliar (12%)

e [osis :de veinte a ochenta mg en una sola toma (20 a 80 mg)
2.7 FUNDAMENTO DEL METODO DE EMISION ATOMICA (15)

La emision atdbmica o emision de llama, se basa en la medida de la potencia
radiante de una linea emitida por un analito aspirado dentro de una llama caliente.
Para separar dicha linea por la radiacion producida por la llama, asi como por los
demas constituyentes de la muestra, se emplea un monocromador o filtro. En
este caso la llama cumple la misma funcion que la celda de un espectrofotometro
o fotdbmetro comun; esto es, se puede considerar que la llama esta constituida por
una solucién gaseosa diluida de la muestra atomizada que se mantiene en su sitio

por medio del dispositivo aspirador y quemador.

Pasa la radiacion que proviene de la fuente adecuada a través de la muestra
atomizada, de la ranura del fotbmetro, para discriminar entre la radiacion que
proviene de la muestra y la emitida por la llama, por lo general se divide el haz
antes que alcance la llama. El circuito del detector esta disefiado para rechazar la

senal continua de salida que proviene de la fuente y la muestra.

Una de las ventajas es su gran aplicabilidad, su alto grado de especificidad y
sensibilidad; por lo cual es necesario tener especial cuidado en la recoleccion y

manipulacion de las muestras para evitar contaminaciones o falsos resultados.



3. METODOLOGIA
3.1 MATERIAL VEGETAL.

3.1.1 Clasificacion Taxonémica

Reino . Vegetal

Division . Magnoliophytas o Angiospermae
Clase : Magnoliopsida o Dicotileddneae
Subclase : Rosidae

Orden . Euforbiales

Familia ; Euforbiaceae

Subfamilia : Jatrophoideae

Genero . Jatropha

Especie . curcas

Nombre cientifico. Jafropha curcas L

3.2 RECOLECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.
Las semillas de Jafropha curcas L. Fueron colectadas en cercados vivos de
granjas y fincas de la vereda El Delirio, jurisdiccion del municipio de Los Palmitos,

departamento de Sucre a 800 m.s.n.m. (figura 2)

Figura 2. Fotografia de cercas vivas de pifidn (Jatropha curcas L.) en pequefias
fincas de la vereda El Delirio, Jurisdiccion del municipio de Los Palmitos — Sucre.

La recoleccidn del material vegetal se realizo durante los meses de Julio a

Octubre época de fructificacion de la planta, el fruto fue colectado seco y maduro;



el material vegetal a utilizar en la extraccidon se sometid a un proceso de secado

a temperatura ambiente en sombra durante una semana; luego de secar el

material vegetal se procedié a desvainar y descascarar las semillas, una vez

desvainada la semilla se triturd hasta obtenerse un tamafio uniforme de particulas

que facilitara el proceso de extraccion.

3.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Los extractos etéreo y etandlico fueron obtenidos segun los siguientes pasos. (ver

esquema 1)

a.

El material vegetal seco y molido fue sometido a un desengrase con éter
de petrdleo en un extractor Soxhleth para extraer todo los aceites y
compuestos de baja polaridad que se encuentran por lo regular en las

semillas y que en este caso se habian reportado en la bibliografia. (tabla 3)

El extracto en éter de petrdleo que se obtuvo fue concentrado a presion
reducida en un evaporador rotatorio, obteniéndose un extracto aceitoso
amarillo.

Una vez desengrasado el material vegetal fue secado a temperatura
ambiente hasta eliminacion de los residuos de éter de petrdleo, seguido a
esto se sometid a extraccion por maceracion con etanol al 95% por 8 dias.
El extracto etandlico de aqui obtenido fue concentrado a presion reducida,
el residuo del material vegetal resultante del proceso de maceracion fue
sometido a extraccion por reflujo durante dos horas dos veces, el extracto

aqui obtenido también fue concentrado a presion reducida.

Los extractos etandlicos fueron juntados y secados al vacio, obteniéndose
un extracto etanolico seco, parte de este se diluyé a una concentracion de

100 mg/mL con agua destilada para preparar la solucion madre de la cual



se calculd el volumen adecuado para la dosificacion respectiva de los

animales segun su peso, utilizando la siguiente formula:

Dosis (mL) = Di(mga/kg) x W(g) x 10° Kg
Conc.(mg/mL)

Di: dosis a inocular
W: peso de la rata

Conc.: concentracion de la solucién stock

El tamizaje o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales
grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta. Se basa en

reacciones de precipitacion y/o coloracion (13)

El extracto etandlico de las semillas de J. curcas fue sometido a un screening
fitoquimico por el método descrito en las notas del analisis fitoquimico del

Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia®.

Se realiz6 un analisis preliminar cualitativo que incluyo las pruebas de Antrona,

Molish, Shinoda, Quinonas, Liebermann y Salkowski.

Figura 3. Esquema de la obtencidn de los extractos etéreo y etandlico de las
semillas de Jatropha curcas L.(pifidn)

3.4 PROTOCOLO REALIZADO PARA LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD
AGUDA ORAL DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Jatropha curcas L.

Esta parte del estudio se realiz6 en las instalaciones del BIOTERIO de la

Facultad de Farmacia en la Universidad Nacional.

"SANABRIA, Galindo, A. Analisis Fitoquimico Preliminar. Bogota. 1983.



3.4.1 Animales de Experimentacion:

Los animales de experimentacion utilizados fueron 25 ratas albinas jovenes
adultas, cepa Wistar, machos, de una edad de 9 semanas y adquiridos del
BIOTERIO de la Universidad Cooperativa de Colombia.

Los animales fueron dispuestos en numero de 5 por caja segun su peso, sin
diferir en mas del 20%, marcados aleatoriamente con acido picrico en la

oreja derecha, mano derecha, pata derecha, cola y pata izquierda.

Luego de marcados los animales fueron sometidos a un periodo de
ambientacion durante 5 dias, bajo condiciones controladas de humedad
relativa (30-70%), temperatura (21-22 °C), fotoperiodos ( luz-oscuridad 12-
12 horas), sanitizacion de su micro y macro ambiente, sometidos a un
ayuno pero hidratados con un periodo de 12 horas antes de la dosificacion

del extracto.

3.4.2 Administracion :

Se administr6 en dosis unica mediante canula orogastrica niveles de
dosificacion de 2000, 800, 500 y 200 mg /Kg de peso corporal a los
animales segun su marcacion en orden respectivo de oreja derecha, mano
derecha, pata derecha, cola y pata izquierda como control por caja al cual
se le administro el vehiculo, las cajas fueron numeradas del 1 al 5
mantenidas bajo condiciones estandar ya mencionadas.

3.4.3 Periodo de observacion:

Se observo a intervalos de 2 horas durante 8 horas el primer dia y por
periodo de 12 horas los dias siguientes, todo a intervalo de 14 dias,
registrando datos de estimulo sensitivo, reactividad ante la manipulacion,
efectos respiratorios, evaluacion de piel, pelaje, ojos, membranas oculares,

efectos autonomicos y del sistema nervioso central.



Se hizo un control de peso de los animales antes de la administracion del
extracto, asi como periddicamente durante la evolucion del estudio en los

dias 0, 3, 7, 11 y 14 del ensayo.

Posteriormente se realizaron las autopsias de los animales para observar
los cambios patolégicos y macromorfologicos, por no observarse una
toxicidad letal a lo largo del ensayo, se realizo un analisis histopatoldgico de
los rifiones e higado de cada uno de los animales de las dos mayores
dosis, para asegurarnos que no se daban cambios ni a nivel micro o macro

patologico.
3.4.4 Analisis Histopatolégico.

Esta parte del estudio se realizo en el laboratorio de Histotecnologia e

Histopatologia de la Pontificia Universidad Javeriana

34.41 Conservacion y tratamiento de 6rganos: Las muestras se

colocan en formol buferado con Carbonato de sodio al 10 %.

34.42 Procesamiento General del Tejido:

Se tomo el érgano buferado, se coloco en el procesador automatico
técnico de la siguiente forma:
v Se coloco el tejido en alcohol absoluto por una hora tres veces, luego
en tres frascos con xilol por una hora cada uno, se repitieron estos dos
pasos con el fin de hidratar y deshidratar el tejido e incluirlo en parafina.
v Inclusion en blogue de parafina El tejido se incluyo en un molde
para confeccionar el bloque de parafina.
v Corte del Tgjido. Una vez incluido en parafina, se llevo el bloque al
micrétomo realizandose cortes de 4 p, este tejido cortado se calentd en
bafio Maria a 30 °C por 30 seg. Para que se produjera estiramiento; luego
se coloco el tejido en un portaobjeto, se llevd a la estufa a 40 °C  para

eliminar la parafina.



4 Tinciorr. Para este paso se colocO el tejido en la bateria de
coloraciones con hematoxilina y eosina. El tejido se colocd en xilol tres
veces, en alcohol tres veces por 15 minutos cada uno para eliminar la
parafina; luego se colocd en hematoxilina por un minuto, se lavé con agua
corriente. Se colocd en agua amoniacal (“entrada por salida”), se lavo con
agua corriente. Se introdujo en eosina por 30 segundos, se lavd
nuevamente con agua. Se paso por tres veces en alcohol absoluto durante
15 minutos cada uno, después tres veces en xilol 15 minutos cada uno. El
tejido se fijo con resina, se colocd en el cubreobjeto. Luego se realizd el

montaje en el microscopio.

3.5 PROTOCOLO REALIZADO PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD DIURETICA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Jatropha
curcas L.

Esta parte del estudio se realizo en las instalaciones del BIOTERIO de la

Pontificia Universidad Javeriana.

3.56.1 Animales de Experimentacion:

Los animales de experimentacion fueron 24 ratas albinas jovenes adultas,
cepa Wistar, hembras, de una edad de 9 semanas y adquiridos del
BIOTERIO de la Universidad Cooperativa de Colombia.

Los animales fueron dispuestos en numero de 4 por grupo segun su peso,
sin diferir en mas del 20%, marcados aleatoriamente con acido picrico en la

oreja derecha, mano derecha, pata derecha y cola.

Luego de marcados los animales fueron sometidos a un periodo de
ambientacion durante 6 dias, bajo condiciones controladas de humedad
relativa (30-70%), temperatura(18-22 °C), fotoperiodos ( luz-oscuridad 12-

12 horas), sanitizacion de su micro y macro ambiente, sometidos a un



ayuno pero hidratados con un periodo de 12 horas antes y durante el

ensayo.
3.5.2 Administracion:

Se administr6 en dosis unica mediante canula orogastrica niveles de
dosificacion de 20 y 200 mg /Kg de peso corporal , asi mismo se
administraron los controles, furosemida en dosis de 20 mg/Kg como control

positivo y agua destilada como control normal.

3.6.3 Coleccién de Muestras:

Una vez administrados los animales segun sus marcaciones que
respectivamente fueron de oreja derecha, mano derecha, pata derecha y
cola; se colocaron en jaulas metabdlicas de forma aleatoria, se colectaron
las muestras de orina a intervalos de 2 horas durante 6 horas. Se midié el

volumen y el pH correspondiente de cada una de las muestras de orina.

3.5.4 Determinacion de los niveles de electrolitos (Na* K*, Ca**) en las
muestras de orina colectadas:

Esta parte se realizo en el laboratorio de Absorcion Atdmica del

departamento de Quimica de la Pontificia Universidad Javeriana utilizando

un espectrofotometro de adsorcidon y emision atdmica en llama marca

Shimadzu AA-640-13. (figura 3)

Se realizaron las mediciones de los valores de Potencia Emitida para la
determinacion de los niveles de Na*, K* y los valores de absorbancia para

Ca®* bajo las siguientes condiciones de medicion:

Tabla 4. Condiciones de medicién utilizadas en el espectrofotdmetro de adsorcion

y emision atdmica.



Nota: Para la medicién de los datos de absorbancia en el caso del Calcio se
utilizé una corriente de lampara de 5 mAmp. flujos de acetileno y aire de 2y 9

L/min respectivamente.

Para la determinacion de los niveles de Sodio, Potasio y Calcio en la orina se
prepararon soluciones patrones de 2 y 4 ppm para el Sodio, 0.2y 0.4, 1y 3 ppm
para Calcio con diluciones de las muestras de 1/500, 1/1000 y 1/10

respectivamente.

Figura 3. Espectrofotometro de absorcion en llama marca Shimadzu.






4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico, ensayo de toxicidad aguda
oral, analisis histologicos de los animales tratados y ensayo de diuresis se
presentan a continuacion.

4.1 FITOQUIMICA PRELIMINAR

Tabla 5. Datos del rendimiento de los extractos de las semillas de J. curcas

Tabla 6. Andlisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico de las semillas

de Jatropha curcas L.

Durante el proceso de extraccion y secado se dio espontaneamente la
formacion de unos cristales irregulares, codificados como JR-1 (3 mg) y un
precipitado en forma de agujas codificado como JR-2 (2 mg), a los cuales se
le realizaron pruebas fisicas de solubilidad y puntos de fusidn; pruebas

quimicas como se presentan en las tablas 7ay 7b.

Tabla 7a. Pruebas fisicas y quimicas para JR-1

Tabla 7b. Pruebas fisicas y quimicas para JR-2, comparado con la literatura

4.2 TOXICIDAD AGUDA ORAL

4.2.1 Peso de los Animales Tratados

Tabla 8 . Peso, marcacion y dosificacién de los animales de la caja | tratados

con el extracto etandlico de las semillas de J. curcas.

Tabla 9. Peso, marcaciéon y dosificacién de los animales de la caja |l

tratados con el extracto etandlico de las semillas de Jatropha curcas L.






Tabla 10. Pesos, marcacion y dosificacién de los animales de la caja Il
tratados con el extracto etandlico de las semillas de Jatropha curcas L.

Tabla 11. Peso, marcacion y dosificacion de los animales de la caja IV
tratados con el extracto etandlico de las semillas de Jafropha curcas L.

Tabla 12. Peso, marcacion y dosificacién de los animales de la caja V
tratados con el extracto etandlico de las semillas de Jafropha curcas L.

Tabla 13. Datos de ganancia de peso en gramos de las ratas durante el

periodo de tratamiento (14 dias)

Los datos de ganancia en peso de los animales tratados no son
significativamente diferentes con relacion a la ganancia de peso de los

animales “blanco”.

4.3 MACRO E HISTOPATOLOGIA DE LAS RATAS TRATADAS

Las ratas durante las primeras seis horas mostraron tener buena motricidad y
sed, distintivamente de los animales testigo o blanco, después de este
periodo de tiempo los animales demostraron tener un comportamiento normal
uniforme, tanto los animales tratados con el extracto vegetal como los

testigos o blancos.

Ademas los animales demostraron tener condiciones de respuesta normal,
asi como condiciones de estabilidad fisica. Todos aquellos que fueron
sacrificados mostraron tener &érganos y estructura general tipica, sin

variaciones de los animales “blanco”.
El resultado del analisis histopatologico es el siguiente:

4.3.1 Higado (Coloracién Hematoxilina y eosina):
Los cortes de todos los 6rganos analizados mostraron especimenes
con estructura y organizacion dentro de parametros normales de

funcionalidad y organografia.



Se observo parénquima, intersticio, vascularidad y ductos dentro de

patrones morfologicos normales.

Se observo acinos hepaticos con venula portal, arteriolas hepaticas y

ductos hepaticos sin alteracion.

No se observd inflamacion de ninguna estirpe (polimorfonucleares,

linfocitos o eosinofilos)

4.3.2 Rifidn:

Todos los cortes de los dérganos de los animales seleccionados
muestran especimenes con arquitectura integra, sin alteraciones
microscopicas, Iobulos renales en posicion central y medular,
encontrandose las nefronas integras sin infiltracion de células
inflamatorias y los glomérulos se observaron exhibiendo una
celularidad dentro de los limites de normalidad.

Figura 4. Microfotografia de la seccion transversal de higado de una rata

tratada con dosis de 2000 mg/Kg de extracto etandlico de J. curcas .

Figura 5. Microfotografia de la seccion transversal de higado de rata tratado

con dosis de 800 mg/Kg.

Figura 6. Microfotografia de corte transversal de rifidn de rata tratada con

una dosis de 800 mg/Kg, en la que se observa morfologia normal..

Figura 7. Microfotografia de un corte transversal de rifién de una rata tratada
con dosis de 2000 mg/Kg de extracto etandlico de J . curcas en la que no se

evidencia ningun dano morfofisiologico.



Figura 8. Microfotografia de un corte transversal de rindn de una rata tratada
con dosis de 500 mg/Kg de extracto etandlico de J . curcas en la que no se

evidencia ningun dano morfofisiologico.

4.4 DIURESIS
A continuacion se muestran los datos obtenidos y las graficas de los ensayos

de la actividad diurética.

Las tablas 14, 15,16, 17 y 18, donde aparecen los pesos, agrupacion de
animales, volumenes colectados de orina, pH y electrolitos (Sodio, Potasio y

Calcio).

En la grafica 1 promedios de volumen de orina eliminado, se observa un alto
volumen de eliminacion de orina de los tratamientos comparados con el
blanco y con respecto al patron (furosemida) menor para el tratamiento D2;
durante la primera medicion. Durante la segunda medicion se observa que el
promedio de los volumenes de orina colectado para el grupo administrado
con D2 disminuye con relacion a la primera medicion, al realizar la tercera
medicion la respuesta disminuye en ambas dosis con relacion a la primera

medicion, con respecto al patron y el blanco.

En la grafica 2 y 3 se registran los promedios de Sodio y Potasio, en ellas se
observa que los contenidos de estos electrolitos son mayores con respecto al
blanco y el patrdén en las mediciones 2 y 3, mientras en la medicion 1 no se
observan discrepancias notables entre el patron, el blanco y las dosis
administradas, durante la segunda medicion el volumen de orina del
tratamiento D1 disminuye comparado con la primera medicion y el patron
furosemida, D2 disminuye comparado con la primera mediciéon y con el
patron. En la tercera medicion el volumen eliminado de orina del tratamiento

D1Y D2 disminuye respecto a las mediciones del patron y blanco.



En la grafica 4 se registran los promedios correspondientes a las muestras
analizadas para la determinacion de Calcio, en ella se observa un aumento
general de las dosis con respecto al blanco y el patrén durante las dos
primeras mediciones, luego se registra un aumento del blanco en la tercera

medicion.

Tabla 14. Peso de las ratas tratadas con el extracto etandlico de J. curcas
en la evaluacion de la diuresis.
Tabla 15. Datos generales de volumenes colectados de orina

Tabla 16. Valores generales de pH para cada una de las muestras de orina.

Tabla 17. Medidas de absorbancia (Na* y K*) y potencia (Ca®") emitidas por
el espectrofotometro de adsorcion atomica.

Tabla 18 Datos de concentracion en p.p.m obtenidos a partir de la
extrapolacion de la grafica de los datos de la tabla anterior contra

concentracion de los patrones por el factor de dilucion respectivo.

Grafico 1. Promedio de volumen de orina de los grupos segun el

tratamiento.

Grafico 2. Promedios de concentracion de Sodio en ppm de los grupos

tratados.

Grafico 3. Promedio de la concentracién de Potasio en ppm de los grupos

tratados

Grafico 4. Promedio de la concentraciéon de Calcio en ppm de los grupos

tratados.

Tabla 19. Analisis estadistico general de varianza de los volimenes de orina



4. DISCUSION

5.1 Fitoquimica preliminar

El estudio fitoquimico preliminar mostré que el extracto etandlico de las
semillas de Jatropha curcas contienen alcaloides en gran abundancia y en
menor proporcion lactonas, triterpenos y/o esteroles como también

antocianinas, lo cual esta de acuerdo con los reportes bibliograficos

El cristal descrito como JR-1 (punto de fusion: 180-181°C) obtenido del
extracto etanolico, segun las pruebas cualitativas anteriormente descritas
muestran que posiblemente se trate de un glucoésido, puesto que las pruebas
de Antrona y Molish son especificas para reconocer este tipo de compuestos,

soportado también en el hecho de que fue soluble en agua y en acido diluido.

Las agujas descritas como JR-2 obtenidas del extracto etandlico, las cuales
poseen un punto de fusion de 186 °C, parece ser el compuesto descrito por
Caceres® como a- amirina, compuesto que precipita en forma de agujas al
evaporar el etanol, con caracteristicas también notadas para JR-2 y con el

mismo punto de fusion.

6.2 Toxicidad aguda oral

Teniendo en cuenta lo dicho por Torres® se puede decir que el extracto

etandlico no induce toxicidad aguda oral en ratas albinas Wistar machos,

% Plantas de uso medicinal en Guatemala. Editorial Universitaria. Universidad de San Carlos.
Guatemala. 1996

* Protocolo para la evaluacién de toxicidad en productos naturales de la Universidad
Nacional. 2002






puesto que a lo largo del estudio los animales tratados con las dosis altas no
murieron como era de esperarse, en el cual los animales suelen morir si el
extracto es toxico con dosis inferiores a 2000 mg/Kg, la cual es la dosis
maxima utilizada en estudios de esta indole. En este estudio esto esta
soportado ademas por los hechos de no haber encontrado significativo el
incremento de los pesos de los animales tratados con relacion al de los
animales “blanco”, como también de no haberse observado cambios macro
morfoldgicos generales, como histopatologicos a nivel de rifidn e higado, de

los animales tratados.

5.3 Actividad Diurética

La interpretacion de los datos se realizd con base a un analisis de varianza
en el cual se compararon las dosis D1y D2 (200 y 20 mg/Kg) con el blanco B
y el patron P (furosemida); en vista de diferencias significativas entre cada
una de las dosis y el numero de mediciones (horas) de los volumenes de
orina, y teniendo en cuenta los conceptos dados por Goodman Gilman* se
puede decir que el extracto etanolico de las semillas de Jafropha curcas L.
aumenta los volumenes de orina al ser evaluado en ratas albinas Wistar

hembras.

En la grafica 1 se pueden observar los incrementos de volumen de orina con
relacion al blanco, los cuales fueron mayor durante las dos primeras horas
(primera medicion) para las dos dosis administradas, pero menores al patron
utilizado,; esto indica que a las dosis administradas del extracto etanolico de
las semillas de Jafropha curcas L tienen su mayor efecto durante las 2
primeras horas del tratamiento, puesto que en la segunda y tercera medicion
( dos y cuatro horas después de la primera medicion ) el incremento inducido
por la dosis a menor concentracion se ve notablemente disminuido. Cabe

notar que la dosis descrita como D1 durante la primera medicidon registré un

* Bases Farmacolégicas de la Terapéutica. Buenos Aires. Séptima Edicién.1985: 837-900



promedio muy parecido al maximo del patron durante todo el tratamiento, que

fue el registrado durante la segunda hora.

Para determinar el tipo de diuresis producida por el extracto se tiene en
cuenta el concepto dado por Stein®, donde describe la clasificacion de la
diuresis. Dentro de ésta encontramos la diuresis de solutos, de tipo
electrolitico o no electrolitico, esta diuresis de tipo electrolitico es un aumento
de iones de sodio y potasio en la nefrona y una mayor perdida de agua y
electrolitos en orina. Teniendo en cuenta esta informacion y los datos
registrados en las graficas del analisis de eliminacién de sodio y potasio en
orina, se puede decir que el extracto etandlico de las semillas de Jalropha
curcas L. presentd un aumento en la eliminacion de sodio y potasio en las
mediciones 2 y 3, y por lo tanto se puede considerar que este extracto posee

actividad diurética de tipo electrolitica a intervalo corto de tiempo.

Aungue no hubo diferencias estadisticamente significativas en el analisis de
electrolitos, hay que tener en cuenta que las muestras analizadas son
‘pocas”, que se debe tener cuidado en la manipulacion, colecta y analisis de
los electrolitos, puesto que ellos se encuentran en concentraciones relativas
muy bajas, y mucho mas si se tiene en cuenta que aqui se tomaron a
intervalos de tiempo de medicibn de dos horas, tiempo en que las
concentraciones acumuladas son relativamente mas bajas que si se hubiese
tomado a intervalos de 24 horas, tiempo en el cual se acumula mas cantidad

de estos electrolitos.

Posiblemente teniendo en cuenta todo esto, se puede decir que la
disminucion en la concentracion del extracto etanolico de las semillas de ésta
planta afecta la excrecion de volumen de orina en las ratas tratadas. Hay que
considerar también que un extracto vegetal esta formado por muchos

compuestos quimicos que varian mucho en concentracion vy tipo, y que solo

> STEYN, Jay: Medicina interna. Segunda edicién. Tomo |. Salvat editores: 736-52



algunos de ellos o la suma total son los responsables del aumento en los

volumenes de orina aqui registrados.






6. CONCLUSIONES

El extracto etandlico posee compuestos de naturaleza alcaloidea,

triterpénica, esterdlica y antocianinica.

Las pruebas preliminares indican que el cristal descrito como JR-1 es

un glucosido y el codificado como JR-2 es a-amirina.

El extracto etandlico de las semillas de Jafropha curcas L. no induce

alteraciones toxicas generales, macromorfologicas o histopatoldgicas.

El extracto etandlico de las semillas de Jafropha curcas L. no presenta
actividad toxica aguda oral en ratas albinas cepa Wistar de sexo

masculino.

El extracto etanolico de las semillas de Jatropha curcas L. presenta
actividad diurética a dosis de 200 mg/Kg en un periodo de tiempo de
cuatro horas (dos primeras mediciones) y a 20 mg/Kg durante dos

horas (primera medicion).

Al analizar los resultados obtenidos del analisis electrolitico de sodio,
potasio y calcio en las muestras de orina excretadas por las ratas
tratadas, se puede decir que el extracto produce una diuresis de tipo

electrolitica en un intervalo corto de tiempo



7. RECOMENDACIONES

El estudio de la bioactividad de un extracto vegetal es muy cuidadoso y

amplio, lo que ocasiona un gran cumulo de investigaciones.

En el presente estudio se vienen dando los primeros pasos en estudio de

este tipo para que sirvan de estimulo a investigaciones venideras con

relacion a este misma planta.

Para esto se proponen las siguientes recomendaciones:

>

Tener cuidado en la recoleccion y manipulacion de las muestra, para

que de esta forma no se contaminen y no obtener resultados errados.

Realizar un estudio fitoquimico mas detallado y amplio que determinen

los principales metabolitos secundarios de las semillas de J. curcas.

Realizar colectas de muestras de orina por un tiempo mas amplio que

involucre varios dias.

Realizar determinaciones de urea, acido urico, proteinas, grasas,
glucosa, creatinina y otros electrolitos tales como Magnesio, Cloro,

Fosfatos, Sulfatos entre otros.

Determinar la toxicidad aguda de las fracciones del extracto etandlico
en ratas de ambos sexos o utlizando otro tipo de animal

experimental.



Evaluar otros tipos de actividades bioldgicas.

Realizar el estudio toxicologico y diurético del extracto etandlico de las
semillas de J. curcas utilizando métodos de dosificacion (Intravenoso,
intramuscular e intraperitoneal), que permitan estimar niveles de

toxicidad en otras partes del animal.

En el estudio toxicoldgico del extracto etandlico de J. curcas realizar
mediciones de AST, GTP, ALT y otras que permitan comparar el nivel

toxico a otras escalas.

Realizar determinaciones estructurales de los cristales JR-1 y JR-2

obtenidos y evaluar actividades bioldgicas.
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