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cloruro de sodio 0,9%. En las condiciones
del ensayo no se produjo mortalidad ni se
manifestaron sintomas indicativos de
toxicidad en los animales. Los estudios
anatomopatolégicos macroscopicos no

Resumen

Se evalud la toxicidad a dosis Unica de seis
extractos de plantas medicinales: Psidium
guajava L. (guayaba), Eucalyptus citriodora

Hooker (eucalipto de limén), Cymbopogon
citratus (DC) Stapf (cafia santa, hierba de
limén), Hibiscus elatus Sw. (majagua),
Justicia pectoralis Jacq. (tilo), Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng (orégano
francés) mediante un método alternativo e
internacionalmente validado y aceptado
(procedimiento de dosis fijas) en ratas
Sprague Dawley. El grupo tratado recibié
por via oral una dosis limite de 2000 mg/kg
de masa corporal y el control negativo

mostraron ninguna alteracién en los 6rganos
estudiados. La DLsg de los extractos de
estudio se encuentra por encima de 2000
mg/kg de masa corporal, calificandose
éstos, segun el Sistema Global Armonizado,
como “No clasificadas” ("No toxicas”™).

Palabras clave: Toxicidad aguda | Métodos
alternativos | Procedimiento de dosis fijas |
Plantas medicinales |
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Abstract

A single dose toxicity study in six extracts of
medicinal plants: Psidium guajava L.
(guava), Eucalyptus citriodora Hooker
(lemon eucalyptus), Cymbopogon citratus
(DC) Stapf (lemon grass), Hibiscus elatus
Sw. (majagua), Justicia pectoralis Jacq.
(linden), Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng (French oregano) was done, using
an alternative internationally validated and

negative chloride of sodium 0.9%. Under the
assay conditions didn't produced mortality
neither they showed indicative symptoms of
toxicity in the animals. The macroscopic
anatomopathology studies didn't show any
alteration in the studied organs. The LDsq of
the study extracts is above 2000 mg/kg of
corporal mass, being qualified these,
according to the Harmonized Global System,
as "Not classified” ("Not toxic").

accepted method (Fix Dose Procedure) in Key_ words:_ Acute toxicity | Altern_a'_uve
testings | Fix dose procedure | Medicinal
Sprague Dawley rats. The treated group plants |

received by oral route a dose limit of 2000
mg/kg of corporal mass and the control

Introduccion

El uso de fitomedicamentos constituye una nueva categoria terapéutica que sin dudas
revoluciond el esquema de tratamiento medicinal de fines del siglo XX y marca un aporte
ascendente en el siglo XXI. La existencia de plantas con un elevado potencial terapéutico
constituye una alternativa farmacoldégica de marcado interés en el tratamiento de muchas
enfermedades, de ahi la importancia de realizar estudios preclinicos con el propésito de
detectar posibles efectos téxicos post administracion.

Dentro de la bateria de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios de toxicidad a
dosis Unica imprescindibles en la estimacion del potencial téxico de una sustancia, referido
como el estudio cuali-cuantitativo de los fendmenos toxicos y de su aparicion en funciéon del
tiempo tras la administracion de una dosis Unica de la sustancia o de varias dosis
fraccionadas en el transcurso de 24 horas.*

Ciertas corrientes regulatorias medioambientales para estudios de estimacion de riesgo, han
considerado por razones éticas y econ6micas el uso racional de los animales de
experimentacion, contribuyendo a la acelerada adopcién internacional de criterios
regulatorios en la validacién y analisis de métodos alternativos cientificamente seguros,
menos costosos, rapidos y extrapolables que favorezcan la implantacion de las 3 R
propuestas por Rusell y Burch en 1959 referidas a Reducir (disminucién), Refinar
(perfeccionamiento) y Reemplazar (sustitucién) el uso animal, unido a una cuarta R de
Responsabilidad por parte de los investigadores.?

En diciembre de 2002 qued6 abolida por la OECD (Organisation for Economic Co-operation
and Development) la ejecucion del test clasico para la determinacion de toxicidad aguda y la
dosis letal 50 (DLso) que fue sustituido por tres métodos alternativos cuyo objetivo comudn es
reducir el nimero de animales empleados y minimizar el sufrimiento de éstos, estos
métodos comprenden el test de Clasificacion Toxica Aguda o Método de las Clases de
Toxicidad (Toxic Class Method, TCM),>* Procedimiento de Sube y Baja (Up-and-Down
Method, UDP)® y Procedimiento de Dosis Fijas (Fixed Dose Procedure, FDP).°

El Procedimiento de Dosis Fijas fue adoptado en la Guia No. 420 de la OECD® como
alternativa a la prueba clasica aguda. El método se basa en la evaluacion de dosis prefijadas
(5, 50, 300 y 2000 mg/kg) para discernir la clasificaciéon toxica de una sustancia segun el
Sistema Global Armonizado (SGA)’ La dosis seleccionada debe ser no letal, no dolorosa y no
estresante, ademas de no ser corrosiva ni severamente irritante.

El estudio de plantas como Psidium guajava L. (guayaba), Eucalyptus citriodora Hooker
(eucalipto de limén), Cymbopogon citratus (DC) Stapf (cafia santa, hierba de limén, Hibiscus
elatus Sw. (majagua), Justicia pectoralis Jacq. (tilo) y Plectranthus amboinicus (Lour.)
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Spreng (orégano francés) deriva de su amplio uso tradicional dado por la variedad de
actividades farmacoldgicas descritas, por lo que consideramos necesario evaluar su potencial
toxico mediante el procedimiento de dosis fijas y clasificar las mismas de acuerdo a lo
establecido internacionalmente por el Sistema Global Armonizado para este modelo. Esta
informacién brindara elementos al perfil toxicoldgico de las plantas a evaluar, permitiendo el
uso cientificamente sustentado de estas.

Materiales y métodos
Método de evaluacion

La toxicidad aguda a dosis Unica se evalué mediante el método alternativo Procedimiento de
Dosis Fijas (PDF), internacionalmente validado y aceptado.’

Sustancias de ensayo

Extractos hidro-alcohdlicos de las plantas medicinales: Psidium guajava L. (guayaba),
Eucalyptus citriodora Hooker (eucalipto de limén), Cymbopogon citratus (DC) Stapf (cafa
santa, hierba de limén), Hibiscus elatus Sw. (majagua), Justicia pectoralis Jacq. (tilo) y
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (orégano francés), producidos en el Laboratorio
Provincial de Plantas Medicinales de Santa Clara (Villa Clara, Cuba), con un contenido
alcohdlico entre el 27 y 35%. Posteriormente se rotoevaporaron hasta extractos blandos a
una concentracion final de 200 mg/mL.

Modelo biolégico

Ratas Sprague Dawley identificadas convenientemente en la oreja, con una masa corporal de
200 + 20 g y edad de 7,5 + 0,5 semanas. Los animales se mantuvieron en salas climatizadas
a una temperatura de 20 *= 2°C, con una humedad relativa entre 30 y 70% vy ciclos
luz/oscuridad de 12/12 horas. Recibieron como alimento dieta comercial pelletizada EMO
(Alyco®, CENPALAB) con su correspondiente certificado de calidad. El agua era de calidad
apta para consumo humano. El acceso a los alimentos y al agua fue ad libitum. Los animales
fueron sometidos a cuarentena e inspeccion clinica diaria durante 5 dias antes del inicio de
experimento.

Disefio experimental

Aleatoriamente se conformaron siete grupos experimentales, seis grupos tratados y uno
control. Las sustancias de ensayo fueron administradas con un ayuno previo de 16 a 18
horas por via oral mediante canula intragastrica 16G, a dosis Unica de 2000 mg/kg de masa
corporal, teniendo en cuenta la ausencia de signos o sintomas de toxicidad por esta via de
administracion y los datos toxicolégicos de las sustancias de ensayo. Se dosificaron 5
hembras de cada grupo experimental, administrandoles un volumen de 10 mL/kg masa
corporal de las sustancias de ensayo. El grupo control recibié el mismo volumen de cloruro
de sodio al 0,9%.

Los animales fueron observados individualmente durante los primeros 30 minutos, con
especial atencion durante las primeras 4 horas y diariamente hasta los 14 dias del
experimento, recogiéndose signos y sintomas de toxicidad

Las observaciones estuvieron dirigidas a la determinaciéon de: muerte y tiempo de ocurrencia
de la misma, signos y sintomas de toxicidad incluyendo su comienzo y duracion, ademas de
cambios en la piel, membranas de mucosas y o0jos, en el sistema respiratorio, en el
circulatorio, en el nervioso central y en el autébnomo, en la actividad somatomotora y en la
conducta. Se prestd especial atencién a la potencial ocurrencia de tremor, convulsiones,
salivacion, diarrea, letargo, somnolencia y coma.
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Se controld el peso vivo de los animales en los dias 1, 7 y 14 del experimento como uno de
los parametros demostrativos de toxicidad. Al concluir el experimento se sacrificaron los
animales por inhalacion de éter etilico para el posterior estudio anatomopatoldgico
macroscopico del cerebro, el estdbmago, el higado, el bazo, los pulmones, los rifiones, los
musculos, el eséfago y el intestino delgado.

Resultados y discusion

La administracion de una dosis limite de 2000 mg/kg de masa corporal no provocé muertes
de los animales o sintomas indicativos de toxicidad, solo en el grupo tratado con Justicia
pectoralis se manifestaron sintomas de somnolencia y sedacién en los dos primeros dias post
administracién, observandose una rapida recuperacién de los animales. La masa corporal
como indicador de toxicidad, se comportdé dentro de los parametros establecidos para la
curva de crecimiento de la especie y linea del modelo bolégico utilizado (Tablas 1 y 2). Los
estudios anatomopatoldégicos macroscopicos no mostraron ninguna alteracién en los érganos
estudiados ni se observaron alteraciones clinicas.

Tabla 1. Evoluciéon de la masa la masa corporal en funcidon del tiempo

Masa corporal (g)

Grupo Experimental

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dif.

1 Psidium guajava 186 214 230 44

2 Eucalyptus citriodora 190 221 237 47

3 Cymbopogon citratus 194 218 229 35

4 Hibiscus elatus 195 218 229 34

5 Justicia pectoralis 191 222 246 55

6 Plectranthus amboinicus 193 213 234 41
Control Cloruro de sodio 0,9% 190 222 244 54

Tabla 2. Rango de masa corporal con relacién a la edad en semanas de la especie y y linea
del modelo bolbégico

Edad (semanas) Masa corporal (g)

7-8 180-200
8-9 200-220
9-10 220-240

Actualmente se acepta desde el punto de vista regulatorio que no es necesario definir un
valor puntual de DLy para una sustancia y que resulta practicamente suficiente ubicar dicha
dosis en un rango.® Las regulaciones para la ejecucién de este tipo de estudio alternativo de
toxicidad aguda plantean que si no existen informes anteriores de toxicidad de la(s)
sustancia(s) que se investiga(n) es posible utilizar una dosis limite de 2000 mg/kg de masa
corporal, lo que se ajusta a nuestro estudio dado que son extractos de plantas sobre las que
no se ha sefialado toxicidad en su extenso uso tradicional.

Aunque los animales que fueron tratados con el extracto de Justicia pectoralis evidenciaron
sintomas de somnolencia y sedacion en los dos primeros dias post administracion, estos
resultados estan acordes con las propiedades sedantes informadas para esta planta sobre el
sistema nervioso central,® no ocurriendo muertes ni manifestaciones sintomas indicativo de
toxicidad. Sobre esta planta no se reporta informacién toxicolégica, solo advertencias de no
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exceder su uso por mas de 30 dias consecutivos ni administrarla conjuntamente con
anticoagulantes o en pacientes con trastornos de la coagulacion.

La administracion de las sustancias de ensayo restantes no produjo mortalidad ni sintomas
atribuibles a toxicidad y los estudios anatomopatoldgicos macroscopicos no mostraron
alteracion alguna en los 6rganos estudiados, ademas de no observarse alteraciones clinicas.

Respecto al extracto de Psidium guajava, los resultados se corresponden con los encontrados
por Martinez et al.?® al evaluar hojas secas de esta planta en un estudio toxicolégico
preclinico mediante los procedimientos de dosis letal media (DLsg) en ratones suizos OF1 y
toxicologia alternativa, método de las Clases de Toxicidad (CTA) en ratas Wistar. Estos
investigadores realizaron también la evaluacidon genotéxica de dos extractos, uno acuoso y
otro hexanico, en un sistema in vitro de ensayo de induccién de segregacidn somatica a
corto plazo en el hongo Aspergillus nidulans y un ensayo in vivo de la droga seca mediante
la prueba de inducciéon de micronlcleos en médula 6sea de ratdon. No se presentaron
muertes en ninguno de los dos modelos experimentales en el rango de dosis empleando
hasta 2000 mg/kg de masa corporal y los resultados histolégicos no sugirieron dafios
atribuibles a toxicidad del material vegetal probado. Los resultados de los estudios in vitro e
in vivo demostraron la ausencia de efecto genotéxico de las sustancias ensayadas.

Respecto al Eucalyptus citriodora se reporta que la administracion de esta planta puede
provocar sintomas tales como convulsiones, miosis, taquicardia, somnolencia, entre otros
efectos. Los mismos autores refieren una posible intoxicaciéon por eucaliptol (aceite
esencial).’* Por el contrario, en nuestro estudio con el empleo de una dosis limite de 2000
mg/kg de masa corporal no se evidencidé ningln sintoma ni signo de toxicidad.

En un estudio realizado con extractos de Cymbopogon citratus se informé que la decoccion
de las hojas no provocé efectos téxicos, genotéxicos o teratogénicos en diferentes modelos
biolégicos. Por el contrario, los resultados de actividad mutagénica fueron negativos, en
tanto que los correspondientes a la accién protectora de las concentraciones probadas
reafirmaron la capacidad antioxidante mostrada por el extracto vegetal.*?

En otro estudio en que se realiz6 la evaluacion toxicolégica aguda de los extractos fluidos al
30 y 80% de Cymbopogon citratus®® se demostré que el farmaco al 30% posee muy baja
toxicidad, no ocurriendo asi con la concentracion al 80% en que éstos son mas evidentes.
Los dafios observados estuvieron centrados en estbmago con congestion vascular ligera e
infiltrado hemorragico focal en la lamina propia, en higado y rifidn, donde los hallazgos
histoldgicos permitieron afirmar el efecto hepatotéxico y nefrotéxico de los mismos. Los
investigadores calcularon una DLsg de 440,58 mg/kg de masa corporal.

Sobre el Hibiscus elatus no se reporta informacién toxicolégica ni algin otro estudio
realizado a esta planta. En las farmacias cubanas se expende en forma farmacéutica de
jarabe como expectorante, sin haber mostrado toxicidad alguna.***°

Con el Plectranthus amboinicus se reporta un estudio toxicogenético de un extracto fluido al
70% vy del aceite esencial por dos sistemas de ensayo de genotoxicidad: uno mediante
ensayo in vitro (segregacion somatica en el hongo diploide Aspergillus nidulans D-30)
evaluandose el posible efecto genotédxico del extracto fluido y el aceite esencial y otro in vivo
(induccion de micronucleos en médula 6sea de ratdon) para evaluar la accién clastogénica o
aneugénica del extracto fluido, demostrandose una accidn citotéxica y genotdxica
significativa dosis dependiente para las sustancias de prueba en el ensayo in vitro y no en el
ensayo in vivo para el extracto fluido.®

Conclusiones
En las condiciones del ensayo no se produjo mortalidad ni se manifestaron sintomas

indicativos de toxicidad en los animales. Los estudios anatomopatolégicos macroscdpicos no
mostraron ninguna alteracion en los 6érganos estudiados. La DLsg de los extractos de estudio
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se encuentra por encima de 2000 mg/kg de masa corporal, calificAndose éstos, segun el
Sistema Global Armonizado, como “No clasificadas” ("No toxicas”).
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