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RESUMEN

El extracto etandlico de las hojas de Hamelia patens fue evaluado para determinar la toxicidad oral aguda
y subaguda en ratones de laboratorio. Las dosis de 5, 50, 300 y 2000 mg/kg de peso corporal no produjeron
mortalidad ni cambios significativos en los comportamientos generales de los animales. En el estudio de
toxicidad subaguda, el extracto etandlico se administrd a la dosis de 2000 mg/kg de peso corporal diariamente
por un periodo de 28 dias. Los resultados muestran una CL 50 por encima de 2000 mg/kg, lo que es indicativo de
un Uso seguro para el ser humano en tanto que no representa alteraciones en el estado general de los animales
experimentales.
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ABSTRACT

The ethanol extract of leaves from Hamelia patens was evaluated for acute and sub-acute oral toxicity. The single
oral doses of the ethanol extract at 5,50, 300, and 2000 mg/kg body weight did not produce mortality or significant
changes in the general behaviors. In the sub-acute toxicity study, the ethanol extract was administrated orally at
a dose of 2000 mg/km/day for 28 days. The results show a CL50 up from 2000 mg/kg, which is indicative of safe
use for the human being because does not represent serious alterations in the state of health of the experimental
animals.

Keywords: Hamelia patens, acute toxicity, subacute toxicity.
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INTRODUCCION

Aproximadamente el 80% de la poblacién
mundial usa plantas como medicina natural.
Es por ello que la Organizacion Mundial para
la Salud (OMS) ha insistido en que el uso
de plantas medicinales puede ser de gran
aplicacion en la atencién primaria en los
sistemas de salud, pero con base en estudios
cientificos que avalen la seguridad, efectividad
y calidad requerida para la administracion
en humanos (OMS, 2000; 2002). Hoy en dia,
es exactamente en paises como El Salvador,
gue poseen una gran biodiversidad y una
valiosa tradicién popular en el uso de plantas
medicinales, donde la medicina tradicional
sobrevive en suforma mas auténticay por tanto
mMuy asociada al empirismo. Hamelia patens es
una planta utilizada en la medicina tradicional
salvadorefia que se asocia con propiedades
como la analgésia, actividad antimicrobiana,
antidepresivo, inmunoestimulante,
cicatrizante, y antiinflamatorio
(Chauhan y Singh, 2019), y ha sido considerada
una de las especies mas utilizadas en la
medicina tradicional salvadorefia (Merino,
1998). Es utilizada, ademas, como especie
decorativa casi en todo el mundo, y su fruto
se considera alimento (Little et al, 1974). Es
una especie vegetal utilizada en la medicina
natural para tratar el pie de atleta, las heridas
y erupciones cutdneas, las picaduras de
insectos, el shock nervioso, la inflamacién, el
reumatismo, el dolor de cabeza, el asma vy la
disenteria (Raintree Nutrition, 2001, Ahmad
et al,, 2012; Liogier, 1990). H. patens debe sus
propiedades medicinales a algunos grupos de
sustancias de diversa composicién quimica
como alcaloides inddlicos, terpenos, esteroles y
flavonoides (Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006;
Bouic y Lamprecht, 1999; Reyes-Chilpa et al,,
2004), cuya accion farmacoldgica le confieren
su valor medicinal (Hsu et al., 1997, Ovesnd et al,,

antitumoral

2006); sin embargo, éstas sustancias también
pueden tener efectos tdxicos como ya se ha
demostrado en otras plantas de composiciéon
guimicasimilar (Zeinsteger et al.,2001; Abramov
et al,, 2007, Lin et al,, 1990; Safayhi y Saile, 1997,
Akbarsha y Murugaian, 2000; Naithani et al,,
2001). De acuerdo a lo anterior y a la escasa
informacién sobre los efectos tdxicos de esta
especie, se realizd el presente trabajo para
determinar el potencial téxico de H. patens,
mediante prueba de toxicidad aguda y a
dosis repetidas durante 28 dias en ratones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion general. Las pruebas se realizaron
en colaboracién entre el Laboratorios de
Experimentacion Animal, y el Laboratorio de
Patologia, ambos del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
Universidad de El Salvador, de acuerdo a lo
establecido en las guias CCAC para el cuidadoy
uso de animales de laboratorio (CCAC,1998) y el
Procedimiento Normalizado de Trabajo (PROC-
NTOO5) del Laboratorio de Experimentacion
Animal (LEA) basado en las directrices 423 y
407 de la Organizaciéon para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdmicos (OECD) (OECD, 1995;
2000). El manejo de los animales se realizd
mediante procedimientos estandarizados y la
regla basica a seguir fue que todos los animales
tratados deben ser sacrificados por dislocaciéon
cervical. Fue utilizado el niUmero minimo de
animales para obtener datos consistentes.
Cada animal se utilizé una vez.

de la

El extracto etandlico de H. patens se elabord en
El Laboratorio de Investigaciéon de Productos
Naturales, Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Quimica
y Farmacia, Universidad de El| Salvador. Los
estudios de hematologia y bioquimica clinica
se realizaron en el Laboratorio de Quimica
Clinica del Hospital Nacional Rosales.

Revista Minerva - ISSN 2521-8794 - enero-junio 2021 - San Salvador, El Salvador, C.A. - 4(2) - pp. 85-92

[86]



Maria H. Escobar, Juan Pablo Sanchez-Perez, Jesus N. Avalos, José G. Mejia, Simon G. Toloza,

Marvin J. NUnez, Miguel A. Moreno

Revista

) MINERVA

ista Cientifica Multidisciplinaria

Material vegetal. Hamelia patens (Rubiaceae)
fue recolectada en la localidad El Jocotdn,
municipio de Coatepeque, Departamento de
Santa Ana, El Salvador, y fue identificada por
el botanico Jorge Monterrosa. Un ejemplar
de comprobante (ISB-88) fue depositado en
el Herbario del Jardin Botanico La Laguna, El
Salvador.

Preparaciéon de extracto etandlico. 1 kg de
hoja seca fue cortada en trozos y se extrajo con
etanol en un aparato Soxhlet y finalmente se
concentré a presion reducida, obteniéndose
85,7 g de extracto etandlico.

Animales. Se utilizaron ratones blancos
albinos cepa NIH de ambos sexos, con peso
corporal promedio entre 19 y 24g. Los animales
fueron alimentados con una dieta estandar
para roedores, agua ad libitum y mantenidos
en condiciones de temperatura y humedad
relativa controladas de 22 + 2°C y entre 50-60%
respectivamente y ciclo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad.

Toxicidad oral aguda. Con el propésito de
definir la dosis de la sustancia para realizar el
estudio de toxicidad por dosis repetidas de 28
dias y segun el método de clase de toxicidad
aguda (OECD, 2001), se realizd el ensayo de
Toxicidad Oral Aguda. La prueba consta de
cuatro pasos sucesivos, donde la sustancia de
ensayo fue administrada a las dosis de 5, 50,
300 y 2000 mg / kg de peso corporal en cada
paso. Se inicié con la dosis de 5 mg / kg de
peso corporal. Se utilizaron 3 animales para
cada concentracién. La sustancia de ensayo se
administré a unasola dosis por via intragastrica,
sin exceder el volumen méximo de 1 ml /100 g
de peso corporal. Se realizaron observaciones
de cada animal después de la administraciéon
de la sustancia de prueba durante los primeros
30 minutos y diariamente hasta los 14 dias.
No se observdé mortalidad relacionada con
la sustancia de prueba para ninguna de
las dosis evaluadas, no hubo cambios en el

comportamiento de ninguno de los animales.
Debido a que no se observé mortalidad en el
primer paso, se administro la siguiente dosis de
50 mg/ kg de peso corporal y asi sucesivamente
hasta la dosis limite de 2000 mg / kg de peso
corporal.

Toxicidad subaguda oral. De acuerdo con
los resultados de toxicidad oral aguda, que no
produjeron ningun efecto tdxico observable, se
procediod a realizar la prueba limite de la OCDE
a 2000 mg / kg de peso corporal a un volumen
de 0,2 ml de la sustancia de prueba que fue
administrada a los animales en condiciones
oOptimas, todos los dias durante 28 dias. La
prueba se realizd de acuerdo con la Guia de la
OCDE para este tipo de estudio (OECD, 1995).
Se utilizaron cuatro grupos experimentales (2
grupos de hembrasy 2 grupos de machos) de 5
animales por grupo, de los cuales un grupo por
sexo se tratd con la sustancia de ensayo (grupos
de tratamiento) y los dos grupos restantes se
utilizaron como controles administrandoles
agua destilada. Las observaciones clinicas se
realizaron dos veces al dia durante 28 dias.
Al finalizar los experimentos, se procedié a
obtener muestras de sangre del plexo ocular
de cada animal.

Necropsia y andlisis sanguineo. Los animales
se sometieron a una necropsia Macroscoépica
completa. Se midieron valores hematolégicos
(hematocrito, concentracion de hemoglobina,
recuento de eritrocitos, recuento de leucocitos
total y diferencial) y bioquimicos (glucosa,
colesterol total, urea, creatinina, bilirrubina,
alanina aminotransferasa — ALAT y aspartato
aminotransferasa - ASAT).

Andlisis estadistico. Los resultados del peso
corporal y el peso de los 6rganos se analizaron
mediante la prueba t de Student. Los valores
de p <0,05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

No se observd mortalidad ni cambios de
comportamiento o toxicidad después de la
administracién oral de la sustancia de ensayo
a una dosis de 2000 mg / kg de peso corporal,

ni la ganancia de peso corporal de los grupos

Tabla1

experimentales se vieron significativamente
afectados por la administraciéon del extracto
(tabla 1). De la misma manera, no se reportd
alteracion en la superficie, color, consistencia,
longitud y peso de los érganos, excepto por el
aumento estadistico significativo de los valores
promedio del peso del higado en las hembras
de tratamiento (tabla 2).

Comportamiento del peso corporal en los grupos de animales tratados con el extracto etandlico de H. patens y el grupo control

HEMBRAS
Peso B B i B Ganancia Valor
Grupo e e . Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
inicial % P
20.54 +
Control 0.69 2059 +0.84 2145+0.82 21.86+0.38 2242 +1.0] 91+1.85
Tratamiento 19.84+0.61 19.48+187 2065+143 20.72+131 22.02+125 1096 + 4.76 0.91
MACHOS
23.05 +
Control 0.7 2301+ 025 2359+139 2445+129 2596+150 1259 +527
Tratamiento 23.81+2.81 2478 +176 2590+1.49 2592+110 2624 +198 10.69 +557 0.73

Los valores se expresan como medias * desviacién estandar (S.D). Se hicieron comparaciones entre los grupos control y
tratamiento. * valor de p <0,05 se considera una diferencia significativa.

indices de bioquimica

no se

clinica 'y
afectados

Los
hematoldgica
estadisticamente por la sustancia de ensayo,
excepto por una disminucidon significativa
en los valores observados del recuento
de hematocrito y eritrocitos del grupo de
hembras tratamiento. También se observa una
disminucion significativa del colesterol en el
grupo de machos tratados con la sustancia de
estudio (tabla 3).

vieron

DISCUSION

Una disminucién de mas del 10% del peso
corporal es indicativo de efectos adversos para
la salud (Ramesh et al.,, 2007). En el presente
estudio, no se observod alteracidon en cuanto a

la ganancia normal de peso de los animales
de experimentacion ni la aparicion de signos
toxicos. Sobre el aumento de los valores
promedio del peso de higado de las hembras
tratamiento respecto al grupo control, no
tiene importancia clinica porque no guarda
relacion ni con alteraciones macroscopicas
superficie, color, consistencia vy
tamano del érgano, ni con alteracién en los
valores de biogquimica sanguinea, cambios
histopatoldgicos de ese drgano.

Los indices de bioquimica clinica y
hematoldgica son indicadores del alcance y
la profundidad de los efectos adversos de una
sustancia en dérganos especificos (Gonzalez
Torres et al, 2006); de acuerdo con ello, la
disminucién en los valores del recuento total

como
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Tabla 2

Efecto del extracto etandlico de las hojas de H. patens sobre el peso de los drganos en los grupos control y tratamiento

Hembras Machos
Organo Grupo media * S.D Valor p media * S.D Valor p
Control 1013 + 0402 1213 + 0.24]
Higado ) 0.048" 0.447
Tratamiento 1.097 =+ 0.065 1342 + 0.108
Control 012 + 07163 Olle = 0.188
Corazoén 0.889 0.782
Tratamiento 0mn7 + 017 0124 + 0.015
Control 0193 + 0.402 0136 + 0.309
Pulmon ) 0.490 0.330
Tratamiento 0167 =+ 0.043 0184 + 0.077
Control 0156 + 0124 0203 + 0.004
Rinoén ) 0.866 on4
Tratamiento 0155 + 0.012 019 + 0187
Control 0406 * 0.077 0593 + 0956
Estomago ] 0.687 0.464
Tratamiento 0415 + 0.163 049 + 012
Control 0176 + 0.044 0163 + 0.188
Vazo ) 0.452 0.095
Tratamiento 0152 + 0.03 0136 + 0.207
Intestino Control 147 + 0.176 1306 + 0.175
) 0.912 0.837
delgado  Tratamiento 1457 =+ 0.083 128 + 0224
Intestino Control 0.773 + 0.075 0816 + 0.192
) 0.510 0.388
grueso Tratamiento 0812 * 0.097 073 + 0MN7

Los valores se expresan como medias + desviacion estandar (S.D). Se hicieron comparaciones entre el grupo control y el grupo
tratamiento.* valor de p <0,05 se considera una diferencia significativa.

de eritrocitos y del hematocrito en el grupo
tratamiento hembras, no corresponde a algun
proceso toxicolégico ya que no guarda relacion
con ningun otro indicador evaluado. En cuanto
a la disminucion de los niveles de colesterol en
el grupo tratamiento machos, tedricamente
se atribuiria a un efecto hipolipidémico de
H. patens; tesis que debe ser verificada en
estudios posteriores. Finalmente, los resultados
del presente estudio sobre la mortalidad,
no concuerdan con los reportados en otros
estudios similares (Esposito-avella et al., 1985;
Esposito y Gupta, 1986), donde se observaron
mortalidades del 30 y 50% con dosis repetidas
de 10 dias, equivalentes a ¥2 y % de una DL50

de 1540 mg / kg de peso corporal de extracto
etandlico de H. Patens. Tales diferencias
podrian explicarse gracias a diferencias
en las concentraciones de los metabolitos
secundarios como resultado de las diferencias
geograficas de las muestras vegetales.

CONCLUSIONES

Al considerar la generalidad de los resultados
obtenidos en aguda y
subaguda, basados por un lado, en alteraciones
en algunos de los parametros de toxicidad
evaluados, pero sin correspondencia clinica
con otros parametros, concluimos que el
extracto etandlico de las hojas de Hamelia

la toxicidad oral
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Tabla 3

Efecto del extracto etandlico de A. patente sobre pardmetros hematoldgicos y bioquimicos clinicos en grupos de control,
tratamiento

3 Hembras Machos
Parametro Grupo . .
Media £ S.D Valor p Media £ S.D Valor p
) Control 1515 + 030 1515 * 0.30
Hemoglobina ) 0.501 0.964
Tratamiento 14.48 + 169 15.02 + 0.74
) Control 4568 £ 094 4568 £+ 094
Hematocrito (%) ) 0.027 0.921
Tratamiento 44.00 + 082 45.20 + 217
) Control 39.33 + 573 37.68 * 3.09
Neutrofilos (%) ) 0.183 0.269
Tratamiento 55.00 + 18.87 31.60 + 8.17
) ) Control 59.33 + 736 62.33 * 3.09
Linfocitos (%) ) 0.199 0.269
Tratamiento 46.00 + 16.73 66.40 * 6.23
Conteo de Control 50.23 +  1.04 50.23 + 1.04
. . ) 0.026 0.687
eritrocitos (ml/mm)  Tratamiento 4840 + 0.90 4892 £ 3.70
Control 115.49 + 995 m.71 + 1498
Glucosa (mg/dl) . 0148 0.241
Tratamiento 13476 + 14.08 136.09 + 26.85
Control 53.68 + 1181 65.88 * 8.98 .
Colesterol (mg/dl) _ 0.877 0.026
Tratamiento 54.61 + 18.48 77.26 + .07
Control 4715 + 235 37.03 + 0.90
Urea (mg/dl) , 0.472 0.108
Tratamiento 4459 + 8.03 45.47 + 5.70
o Control 0.31 + 0.02 0.35 * 0.05
Creatinina (mg/dl) . 0.889 0.692
Tratamiento 0.31 + 002 0.34 + 0.04
. ) Control 22.28 + 323 12.63 * 3.99
Bilirubina (mg/dl) . 0.433
Tratamiento 22.32 244 0.975 13.83 + 2.90
Control 47.67 + 8.01 4210 * 6.88
ALAT (U/L) , 0.338 0.467
Tratamiento 50.77 +  6.21 4403 + 9.35
Control 74.16 + 389 7340 + 378
ASAT (U/L) . 0.680 0.710
Tratamiento 75.95 + 1042 70.69 + 9,93

Los valores se expresan como medias + desviacion estandar (S.D). Se hicieron comparaciones entre el grupo control y el grupo
tratamiento.* valor de p <0,05 se considera una diferencia significativa.

patens posee una CL50 superior a 2000 mg/ kg por via oral se clasifica de uso seguro para el
de peso corporal, en tanto que no representa ser humano.
alteraciones en el estado de salud general de
. . S AGADECIMIENTOS
los animales de experimentacidon; por tanto y
segun las categorias de toxicidad de la Guia
423 de la OCDE (2001), la sustancia ensayada El financiamiento para este proyecto
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