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Objel! B. Evaluar la toxicidad aguda de los extractos etandlicos del Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto),
Morinda citrifolia L. (noni), Peperomia glauca (pino) (congona), Schinus molle L. (molle) y Zea mays L.
(Maiz morado) en ratones Balb/c 53. Materiales y métodos. Se uliz aron 60 ratones machos divididos en
seis grupos (eucalipto, noni, congona, molle, maiz morado y control). Los grupos tratados recibieron por
via oral una dosis Unica de 2000 mg/kg de los extractos etandlicos, y el grupo control recibié polisorbato
2 mL/kg al 3%. Se evalud ganancia de peso, valores hematoldgicos (hematocrito, eritrocitos, hemograma,
leucocitos, plaquetas), bioquimica sérica (Urea, creanina, ALT, proteinas totales, albumina, globulinas),
histopatologia hepéac a y renal. Resultados. Se observo signos de inquietud, excitacién y aparente
fotosensibilidad en el grupo eucalipto, por una hora. Se encontrd leucopenia en grupos congona, molle,
eucalipto y maiz morado; trombocitopenia en grupos eucalipto y molle, y elevacion del ALT en los grupos
congona y eucalipto, en comparacién con los valores del grupo control. La ganancia de peso, los demds
valores hematoldgicos, asi como la bioquimica renal y hepac a en los otros grupos no fueron signic av os.
Conclusiones. En las condiciones experimentales no se observd signos de toxicidad ni mortalidad en el
ensayo; la DL, de los extractos etandlicos estaria sobre los 2000 mg/kg.

Palabras clave: Anacardiaceae; Eucalyptus globulus; Extractos Vegetales; Morinda citrifolia;
Peperomia; Pruebas de Toxicidad; Ratones Consanguineos BALB C; Zea mays. (Fuente: DeCS).

Acute oral toxicity of Eucalyptus globulus, Morinda
citrifolia, Peperomia glauca, Schinus molle and Zea mays
ethanolic extracts on BALB/c 53 mice

Abstract

B B @ B BT his study was p erformed t o e valuate t he a cute toxicity o f e thanolic e xtracts o f Eucalyptus
globulus Labill. (Eucalipto), Morinda citrifolia L. (noni), Peperomia glauca (pino) (Congona), Schinus molle L.
(molle) y Zea mays L. (maiz morado) in Balb/c mice. Materials and methods. Sixty male mice were divided
into 6 groups (Eucalipto, Noni, Congona, Molle, Maiz morado and Control) of 10 each were used. The
guide for the Organizaon for Economic Cooperaon and Development (OECD 423) was followed for the
study. The treated group received for gavage a single dose at 2000 mg/kg and the control group received
polysorbate at 2 mL/kg at 3%. Weight gain, hematological values (hematocrit, erythrocytes, hemogram,
leukocytes, platelets), serum biochemistry (urea, creanine , ALT, total proteins, albumin, globulins), hepac
and renal histopathology were performed. Results. No signs of mortality and morbidity were observed
as a consequence of the administraon of the extracts, except for the Eucalipto group, which presented
restlessness, excitaon and apparent photosensivity for one hour. There was leukopenia in Congona,
Molle, Eucalipto and Maiz morado groups; thrombocytopenia in groups Eucalipto and Molle; and elevaons
of ALT in Congona and Eucalipto groups in comparison than the values from control group. Weight gain
and other hematological values, as well as renal and hepac biochemistry in the other groups were not
signic ant. Conclusions. Under experimental condions no signs of toxicity or mortality were observed in
the trial; the LD, of the ethanolic extracts would be above 2000 mg/kg.

Key words: Anacardiaceae; Eucalyptus globulus; Mice, Inbred BALB C; Morinda citrifolia; Peperomia;
Plant Extracts; Toxicity tests; Zea mays. (Source: MeSH)
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Introduccion

Las plantas medicinales son fuente abundante de compuestos
que han servido de base para la elaboracion de diversos
productos farmacéuticos, aunque en la actualidad esto ha
disminuido debido al surgimiento del disefio de drogas de
forma sintética ., Aun asi, las plantas medicinales siguen
siendo una fuente valiosa de moléculas bioactivas debido
a su compleja composicion y multiples actividades que
interactlan para ejercer una mejor accion terapéutica @.
Muchas de estas moléculas no han sido completamente
identificadas, inclusive, no se conocen completamente sus
actividades terapéuticas y/o toxicas, por lo que los estudios
sobre eficacia y seguridad se establecen como parte
importante para su empleo con fines de comercializacion,
ademads de desarrollar una efectiva farmacovigilancia de
este tipo de productos para establecer los lineamientos para
su uso seguro @

El Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto) pertenece a la
familia de las Myrtaceae que es un arbol cosmopolita con
diversas propiedades. En medicina tradicional las hojas son
usadas para tratar infecciones del tracto respiratorio alto,
infecciones pulmonares, expectorante, descongestionante
nasal, antiparasitario, antiasmatico, también como
desinfectante “, y como aditivo alimenticio debido a su
actividad antioxidante ©. Un estudio previo encontrd en
el extracto etandlico de las hojas de E. globulus, diversos
flavonoides entre los que estdn el hiperosido en mayor
cantidad, quercitrin, rutin, myricetin e isoquercitrin ©,

La Morinda citrifolia L. (noni) pertenece a la familia Rubiaceae
y posee un amplio rango de propiedades en medicina
tradicional, entre las que destacan su actividad antiséptica,
antifungica, antiulcerosa, antiinflamatoria, antioxidante,
ansiolitica, antihipertensiva y antidiabética. Estudios previos
sugieren la posibilidad de usarlo en terapias combinadas con
el objetivo de inhibir el crecimiento de ciertos tumores por su
accion antimutagénica, inmunoestimulante y regeneradora
de tejidos ©. Asimismo, se han identificado compuestos tales
como las antraquinonas (rubiadina, damnacanthal, alizarina),
triterpenos, flavonoides, cumarinas, lignanos, fitoesteroles,
carotenoides, monoterpenos y dcidos grasos de cadena corta
en otros extractos de esta especie vegetal .

La Peperomia glauca (congona) pertenece a la familia
Piperaceae, distribuida en América, Africa, Asia y Australia. En
medicina tradicional se usa para el tratamiento de abscesos,
heridas, conjuntivitis, gastritis, artritis, como antiinflamatorio,

analgésico y antibacteriano ®. Estudios cientificos
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previos realizados en plantas del género Peperomia han
demostrado propiedades antinflamatorias, anticancerigenas,
antiulcerosas y promotoras de la curacién en lesiones dseas,
relacionados a la presencia de flavonoides, fitoesteroles,
secolignanos, lignanos, arilpropanoides y peperomin ©.

El Schinus molle L. (molle) es un arbol perteneciente a la
familia Anacardiaceae, nativo de las regiones andinas del
Perd, aunque ahora esta ampliamente distribuido en América
Central y Sudameérica. Es utilizado en medicina tradicional
en muchos paises para el tratamiento de trastornos
respiratorios, urinarios, digestivos, y como diurético,
astringente y antidepresivo 9. Estudios experimentales
reportan actividad antiviral, antitumoral, analgésica vy
antiinflamatoria. Se han identificado diversos componentes
activos como los flavonoides, triterpenoides tetraciclicos,
esteroles y saponinas Y,

El maiz morado (Zea mays L.) es miembro de la familia
Poaceaey nativo de la regidon andina de Perty Bolivia *?. Esta
especie es fuente importante de antocianinas, las cuales son
un tipo de flavonoide presente en flores, hojas, mazorca y
semillas. Las principales antocianinas identificadas han sido
la cianidina-3-dimalonilglucosido, pelargonidina-3-glucosido
y la peonidina-3-glucosido. Se han reportado en estudios
experimentales varias actividades bioldgicas tales como
capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antimutagénica,
antihipertensiva, antidiabética y anticancerigena *3.

A pesar de la numerosa evidencia experimental sobre
los efectos bioldgicos de estas especies vegetales, no
se ha encontrado evidencia que evalle la toxicidad oral
aguda de los extractos etandlicos derivados; lo que es un
paso necesario para futura investigacion clinica en seres
humanos. Por ende, el presente estudio fue disefiado para
evaluar la toxicidad oral aguda de los extractos etandlicos de
E. globulus (eucalipto), M. citrifolia (noni), P. glauca (pino)
(congona), S. molle (molle) y Z. mays (maiz morado) de
manera experimental en ratones BALB/c.

Materiales y métodos

Recoleccién e identificacion de especies vegetales

El material vegetal fue recolectado de diversas ciudades
del Peru y la identificacion botdnica fue hecha en el Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM): E. globulus, distrito de Socos,
departamento de Ayacucho a 3394 m de altitud ( 249-USM-
2016); M. citrifolia, ciudad de Pucallpa, departamento de
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Ucayali a 104 m de altitud (298-USM-2016); P. glauca (Pino),
ciudad Huaraz, departamento de Ancash a 3052 m de
altitud (209-USM-2017); S. molle, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho a 2761 m de altitud (201-USM-
2017); Z. mays, distrito de Sayan, provincia de Huaura, Lima
a 685 m de altitud (287-USM-2016). Las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Farmacologia Experimental
de la Facultad de Medicina Humana de la UNMSM.

Elaboracion de los extractos etandlicos

La elaboracién de los extractos se realizé de manera similar
para todas las especies vegetales usadas en el experimento.
Las especies se llevaron a secado a temperatura menor de
40 °C, luego se pulverizaron y el polvo resultante se sometid
a maceracion en etanol al 96% con agitaciones diarias de
10 min en envases de color dmbar y protegidos de la luz
solar directa. Después de 14 dias, se filtraron y el producto
obtenido fue sometido a una operacién de secado de donde
se obtuvo un residuo seco denominado extracto etandlico.
En el caso de la P. glauca (pino), se utilizd la planta entera;
con la Z. mays se utilizd la coronta; en M. citrifolia se usaron
los frutos; en el caso del E. globulus y S. molle se emplearon
las hojas 4,

Animales de experimentacion

Se utilizaron 60 ratones albinos adultos BALB/c machos.
Estos fueron divididos aleatoriamente en 6 grupos de 10
ratones cada uno y un grupo control. Los animales fueron
obtenidos del bioterio de la Universidad Nacional Agraria
La Molina (UNALM). El experimento se llevé a cabo en el
bioterio de la Facultad de Medicina Humana - UNMSM
donde tuvieron un periodo de adaptacion a las condiciones
del laboratorio de 7 dias antes de realizar el experimento.
Se ubicaron a los ratones en jaulas a temperatura ambiental
controlada de entre 20 - 23 °C, con ciclos de luz / oscuridad
de 12 h cada uno, y alimentacion y agua ad libitum *,

Estudio de toxicidad aguda

Cada grupo experimental recibié una dosis Unica de los
extractos etandlicos de E. globulus, M. citrifolia, P. glauca,
S. molle y Z mays correspondiente a 2000 mg/kg de peso
corporal disuelto en polisorbato al 3% a través de una sonda
orogastrica. Al grupo control se le administrd polisorbato al
3%. La dosis maxima (dosis limite) se eligio sobre la base de las
recomendaciones del protocolo OCDE 423 19, Los extractos
se administraron luego de un periodo de ayuno de 12 h.
Después del tratamiento, los animales fueron observados para
determinar cambios de comportamiento o cualquier signo

clinico de toxicidad durante las primeras 24 h, con especial
atencién en las primeras 6 h y luego una vez al dia durante
el periodo experimental de 14 dias. Los pesos corporales se
registraron al inicio y al final del experimento.

Parametros bioquimicos y hematoldgicos

Luego de 14 dias los animales fueron anestesiados
con ketamina (70 mg/kg) y diazepam (10 mg/kg) via
intraperitoneal, y se colectd sangre por puncidn cardiaca.
Se usaron frascos con EDTA para las pruebas hematoldgicas:
hemoglobina, hematocrito, eritrocitos, leucocitos vy
plaguetas, que fueron determinadas usando el analizador
hematoldgico Mythic 18 (Orphee-medical, Ginebra, Suiza), y
frascos sin aditivos para pruebas seroldgicas: Urea, creatinina,
alanina-aminotransferasa (ALT), proteinas totales, albumina'y
globulinas, que se evaluaron en el analizador de bioquimica
Erba XL-180 (Erba, Mannheim, Alemania).

Histopatologia

Se realizd la eutanasia con sobredosis de pentobarbital
sodico (200 mg/kg) via intraperitoneal 7 y se realizo el
examen patoldgico macroscdpico de los érganos internos,
luego se retiraron los rifiones y el higado, los cuales fueron
lavados con solucion salina para ser fijados en formol al
10%. Los tejidos fueron embebidos en parafina y cortados
en secciones de 5 um de espesor. Las secciones fueron
tefiidas con hematoxilina / eosina y se observaron bajo
microscopio éptico para estudiar cambios histolégicos en
tejidos hepaticos y renales 8,

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados en medias y error estandar
de la media. Los resultados de diferencia de peso antes
y después de la intervencion, y diferencias entre grupos
fueron analizados por un ANOVA de medidas repetidas
con comparacion intragrupo e intergrupo. En el analisis
de las diferencias entre los grupos de estudio y el control,
en parametros hematoldgicos y bioquimicos, se utilizé un
ANOVA de una via con prueba post hoc de Dunnett y, en
el caso de no cumplir criterios de normalidad, se optd por
la prueba de Kruskal-Wallis. Las diferencias entre los grupos
se consideraron significativas cuando se encontré un p
<0,05. Se uso el software SPSS v.24 (IBM SPSS Statistics for
Windows, 2016, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp ®).

Consideraciones éticas

En el ensayo experimental se siguieron los principios
éticos internacionales para la investigacién en animales de
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laboratorio de la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de la academia nacional de ciencias (National
Academy of Sciences - NAS) ),

Resultados

La evaluacidn de la toxicidad oral aguda en ratones con los
diferentes extractos a la dosis de 2000 mg/kg no mostrd
signos de morbilidad ni hubo casos de mortalidad en los
14 dias de evaluacion. El grupo de animales que recibio
el extracto del E. globulus presenté inquietud y excitacion
por alrededor de una hora; adicionalmente, dos animales
evitaron el contacto con la luz por alrededor de 3 h. En
promedio, se encontré un aumento del peso corporal de
los animales al dia 14 del experimento en todos los grupos
de experimentacion, observandose la mayor ganancia en
los animales tratados con extracto de M. citrifolia (3,7+2,0
g) y P. glauca (2,2+1,9 g) a diferencia de los otros grupos,
que tuvieron sujetos con disminucion de peso después de
la intervencion. El andlisis estadistico mostrd que, si bien
hubo diferencias significativas (p<0,001) en los grupos antes
y después de la intervencion, estas no estan relacionadas
con el pertenecer a uno u otro grupo (p=0,71) (Figura 1).

Se observo una diferencia significativa en los valores de
hematocrito, leucocitos y plaguetas entre los cinco grupos
de estudio al realizar el ANOVA de una sola via o prueba de
Kruskal Wallis, seguin corresponda (Tabla 1).

Chilén — Cornejo, V et al.
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Congona Eucalipto Molle Maiz morado

5 1

Diferencias pesos antes-después (g)
0
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Control  Noni

Figura 1. Variacién del peso de animales de experimentacién
entre el dia Oy el dia 14 de intervencidn con extractos etandlicos
de cinco plantas.

Sin embargo, al realizar las pruebas post hoc solo se observo
una disminucién significativa (p<0,05) en los valores de
leucocitos de los grupos congona, eucalipto, molle y maiz
morado, asi como en los valores de plaquetas en los grupos
eucalipto y molle, en comparacién con el grupo control
(Figura 2).

Por otro lado, hubo diferencias estadisticas (p<0,05) al
momento de realizar la comparacidon de los rangos de
valores de ALT y proteinas totales en los grupos de estudio
con ayuda de la prueba de Kruskal Wallis (Tabla 2).

Tabla 1. Pardmetros hematoldgicos al dia 14 de intervencion con extractos etandlicos de cinco plantas

Grupo de estudio

Control Congona Eucalipto Maiz morado
:;/Z’Sg'c’bi”a 14,62+0,09 14,60+0,18  1459+0,17 1474+0,17  1504+0,07  14,87+0,13 0,16
g/‘:)matocrit" 47,94+0,61 4972+054  4691+0,68  4822+0,86 50,05+043  4895:056 0,008
(EX”;B"G/C:BS 8,08(0,63) 839 (0,50) 7,94 (0,78) 8,25 (0,54) 8,57 (0,41) 8,24 (0,27) 0,63
(Lfll‘gf/ﬂtc)’s 7,78(0,30) 7,65 (0,60) 7,13 (0,17) 7,15 (0,34) 7,20 (0,20) 7,11(0,25)  <0,001"
Plaquetas .
(x 10%0) 764,00 (2,70) 777,50 (4,30)  697,7(3,22) 625,00 (5,40) 684,50 (6,90) 770,00 (4,70)  <0,001"

Valores expresados en medias + error estandar de la media (EEM); y en medianas (rango intercuarlar) * Prueba de K ruskal-Wallis
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Figura 2. Parametros hematoldgicos de grupos intervenidos con extractos de cinco plantas en comparacién con el grupo control.

De forma similar a lo antes descrito, al momento de realizar
las pruebas post hoc correspondientes, se encontré un
aumento significativo de los valores de ALT en los grupos
congona y eucalipto en comparacién con el control (Figura 3).

Durante la necropsia de los ratones se observo leve palidez y
ligero agrandamiento hepatico. Estas lesiones se observaron
en algunos animales tanto del grupo control como en los
grupos tratados vy, finalmente, no se consideraron como
lesiones relacionadas al tratamiento. A la observacion
microscépica de tejido hepdtico y renal, no se hallaron
alteraciones histopatoldgicas resaltantes ni en los grupos que
recibieron extractos etandlicos a la dosis de 2000 mg/kg, nien
el grupo control (Figura 4).

Discusion

Las plantas medicinales se han utilizado con fines
terapéuticos durante siglos debido a su disponibilidad
y bajo costo. Actualmente, su consumo ha aumentado,
utilizdndose con fines preventivos, curativos e,, incluso en
forma complementaria a la medicacion prescrita para el
tratamiento de diversas enfermedades *. La toxicidad
de estas plantas a veces no se conoce, ademads, existe la
erronea percepcion de que no causan ningun tipo de dafio,
sin embargo, pruebas toxicoldgicas demuestran que muchas
plantas utilizadas actualmente pueden ser altamente toxicas
cuando se ingieren, y pueden producir efectos adversos

Tabla 3. Parametros bioquimicos al dia 14 de intervencidon con extractos etandlicos de cinco plantas

Grupo de estudio

Control Congona Eucalipto Maiz morado
Urea (mg/dL) 46,13£0,24 4630+0,66 46,74+040  4586+0,42 4563%029 4622:039 0,54
Creal Fdl) 0,480,008 045£0,005 0,470,009 047+0007 047+0,007 046+0,003 0,11
ALT (UI/L) 56,50 (5,00) 65,50(7,00)  755(9,00)  80,00(11,00)  62,00(500) 59,00 (2,00)  <0,001"
(:;’dtf;”as Totales 6,68(0,64)  693(0,55)  6,20(0,20) 6,40 (0,26) 7,04(1,39)  6,69(041) 0,010
Albtimina (g/dL) 353£0,09 3,59+0,05 350£004  3,43:007  348%010  3,57:0,10 0,69
Globulina (g/dL) 3,09(043)  3,29(039)  2,68(0,31) 3,01 (0,43) 2,99(1,94)  317(051) 0,06

Valores expresados en medias * error estandar de la media (EEM); y en medianas (rango intercuartilar) * Prueba de Kruskal-Wallis
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Figura 3. Parametros bioquimicos de grupos intervenidos con extractos de cinco plantas en comparacion con el grupo control.

e interacciones con otros farmacos o incluso llegar a ser
letales a altas dosis 9,

En la prueba de toxicidad oral aguda no se reportaron
muertes ni signos de toxicidad con el extracto de M. citrifolia,
como lo demuestran diversos estudios con los extractos
preparados de sus frutos Y a pesar de algunos casos
reportados de toxicidad en humanos por consumo de jugo de
noni ®. En la variedad de P. glauca (pino) no se encontraron
estudios previos de toxicidad aguda, pero los resultados
encontrados se corresponden con investigaciones en otros
miembros del género Peperomia que no demuestran signos
de toxicidad o muertes en animales de experimentacion .
Los grupos que recibieron los extractos etanélicos de Schinus
molle y Z. mays tampoco mostraron muertes o cambios
comportamentales, a pesar de estudios previos en el caso del
molle, en donde los animales de experimentacion mostraron
signos de hiperactividad con el extracto etandlico de esta
planta, producido probablemente por la alteracion en la
neurotransmision dopaminérgica o en otros sistemas @,

En el caso del extracto del E. globulus. hubo cambios de
comportamiento y algunos signos aparentes de toxicidad de
tipo neuroldgico como excitabilidad, inquietud y aparente
fotosensibilidad. Diversas investigaciones se enfocan
principalmente en la actividad bioldgica de los aceites
esenciales del E. globulus y son pocos los estudios sobre
composicidn y actividades de los extractos alcohdlicos de
las hojas de esta planta ©\. Se tienen reportes que indican
una variedad de signos como extrema sensibilidad al ruido,
convulsiones, estupor, falla respiratoria y muerte con la

14 | REV PERU MED INTEGRATIVA.2018;3(1):9-17.

administracion de aceite esencial de eucalipto, que tiene altas
cantidades de eucaliptol (1, 8-cineole), posible responsable
de estos efectos ?°. Asimismo, un estudio demostré que la
administracion del aceite esencial inhibid la accién depresora
del diazepam cuando fueron administrados conjuntamente,
esto causado probablemente por el aumento de citocromos
hepdticos envueltos en el metabolismo de esta droga .

Losvalores de leucocitos de los grupos congona, eucalipto,
molle y maiz morado tuvieron una leve disminucién en
comparacion con el grupo control, estadisticamente
significativa, pero dentro de los valores de referencia, por
lo que estos resultados no se consideraron relevantes. De
forma similar, el conteo de plaquetas de todos los grupos
estuvo por debajo de los valores de referencia @7, sin
embargo, solo se encontraron diferencias significativas,
en comparacion con el control, en los grupos eucalipto
y molle. Esto se puede explicar por la alta dificultad de
la puncidn cardiaca, que puede causar hemorragias con
incremento del consumo de plaquetas o inadecuada
toma de muestras y posterior agregacion plaquetaria in
vitro. Los compuestos administrados también pueden
estimular el sistema inmune contra las plaquetas,
provocando trombocitopenia inmunomediada, que es
poco frecuente en estudios toxicoldgicos, o también
activacion directa de las plaquetas causando su rapida
remocion de la circulacion @9,

Los valores de ALT de los grupos eucalipto y congona
tuvieron elevaciones significativas con respecto al control,
pero dentro del rango de los valores de referencia ?”. Como
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Figura 4. Fotografias de las secciones histoldgicas de higado y rifién (tincion hematoxilina — eosina) de los diferentes grupos de
tratamiento. A (control), B (noni), C (congona), D (eucalipto), E (molle) y F (maiz morado).

REV PERU MED INTEGRATIVA.2018;3(1):9-17.| 15



regla general, el aumento del ALT, relacionado con una
sustancia de prueba en estudios toxicoldgicos, deberia tener
elevaciones por encima de 200 UI/L y, generalmente, se
acompafia de evidencia histopatoldgica de lesidén hepatica,
mientras que valores por debajo de este nivel pueden
tener o no hallazgos correlativos ?®. También puede haber
elevacion del ALT por dafio fisico al higado y musculos,
por excesiva manipulacion de los animales, asi como por
enfermedad biliar, inducido por drogas (anticonvulsivos,
glucocorticoides) y una dieta baja en proteinas .
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