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RESUMEN

Introduccidn: Spondias mombin, conocido como jobo o ciruelo, es un arbol de amplia
distribucion tropical comun en la cercania de los rios. Se utiliza tradicionalmente como aditivos
o0 colorantes de comida, confeccion de helados, bebidas y por sus propiedades medicinales:
antiséptico, antimicrobiano, antioxidante, anticolesterolémico, antiepiléptico.

Objetivo: Evaluar la toxicidad del extracto hidroalcohdélico de hojas de Spondias mombin L.

por método de las clases (CTA).
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Metodos: Se recolectaron hojas de Spondias mombin en El Caney, Santiago de Cuba. El
extracto se obtuvo por maceracion y se utilizo como solventes alcohol-agua (70:30 %),
concentrado con rotavapor a una temperatura 40 °C hasta 50 mL. Se siguieron las normas
internacionales Guia 423 de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
de la Comunidad Economica Europea (CEE) y lo descrito en el Manual de los Procedimientos
Operacionales de Trabajo de Toximed. La dosis ensayada fue 2000 mg/kg de peso corporal y
se administr6 dosis Unica en 24 h. El ensayo dur6 14 dias y la variable a medir fue porcentaje
de supervivencia y ganancia de peso. Se realizd la observacion clinica de signos y sintomas.
Al concluir los animales se sacrificaron mediante narcosis con Ketamina-50 mg y se les realizo

necropsia.

Resultados: Se registré un 100 % de supervivencia, con conducta normal de los animales y
con reflejo postural normal. Los primeros siete dias incrementd el peso aunque no fue
significativo; lo cual si ocurri6 a los 14. No hubo alteraciones anatomopatoldgicas atribuibles

al efecto del extracto sobre sistemas, 6rganos y tejidos a la dosis utilizada.

Conclusiones: El estudio de toxicidad del extracto de Spondias mombin L. demostr6é que, a
dosis Unica, se enmarca como sin clasificar atendiendo a la escala Shelede, bajo las condiciones
experimentales empleadas. Ademas, permitio establecer que la dosis toxica del extracto es

superior a 2 000 mg/kg en estudio de dosis Unica.

Palabras clave: plantas medicinales; toxicidad aguda; prueba de toxicidad; Spondias mombin.

ABSTRACT

Introduction: Spondias mombin, known as jobo or plum, is a tree of wide tropical distribution
which is common in the vicinity of rivers. It is traditionally used as an additive or food dyes,
in ice cream making, beverages and for its medicinal properties as: antiseptic, antimicrobial,
antioxidant, anticholesterolemic, antiepileptic.

Objective: To evaluate the toxicity of the hydroalcoholic extract of Spondias mombin L. leaves
by class method (CTA).

Methods: Leaves of Spondias mombin were collected in ElI Caney, Santiago de Cuba. The
extract was obtained by maceration and was used as alcohol-water solvents (70:30 %). It was
concentrated with rotary evaporetor at a temperature of 40°C up to 50 mL. International
standards Guide 423 of the Organisation for Economic Co-operation and Development of the
European Economic Community and as described in the Toximed Manual of Operational
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Working Procedures were followed. The dose tested was 2000 mg/kg of body weight, and a
single dose was administered in 24 h. The trial lasted 14 days and the variable to be measured
was percentage of survival and weight gain. In addition, clinical observation of signs and
symptoms was performed. At the end, the animals were slaughtered by narcosis with ketamine-
50 mg and necropsy was performed.

Results: 100 % survival was recorded, with normal animal behavior and normal postural
reflex. The first seven days the weight increased although it was not significant; which did
happen at 14 days. There were no pathological alterations attributable to the effect of the extract
on systems, organs and tissues, at the dose used.

Conclusions: The toxicity study of the extract of Spondias mombin L. showed that a single
dose is framed as unclassified according to the Shelede scale, under the experimental
conditions used. It also established that the toxic dose of the extract is greater than 2 000 mg/kg
in a single-dose study.

Keywords: medicinal plants; acute toxicity; toxicity test; Spondias mombin.

Recibido: 21/02/2020
Aceptado: 29/03/2022

Introduccion

En Cuba se concentran esfuerzos en el fortalecimiento del Sistema Nacional de Salud y una de
las vias es a través de la validacion cientifica de las plantas utilizadas tradicionalmente por sus
potencialidades farmacoldgicas. En este sentido se hace necesario realizar investigaciones que
permitan rescatar la practica tradicional con el objetivo validar la experiencia clinica y social
que guarda la poblacion respecto al empleo de las plantas medicinales.

Es a través del Programa Nacional de Medicina Tradicional Cubano que se regula, entre otras
cuestiones, las investigaciones cientificas cuyo objeto de estudio son las Plantas Medicinales.
Esto se conoce como “Ruta Critica de Investigacién en Plantas Medicinales”,!) la cual
constituye una guia metodoldgica de caracter orientador y donde los estudios toxicoldgicos
constituyen un punto clave a tenerse en cuenta. Entre los ensayos descritos en esta ruta se

encuentran los estudios toxicologicos de fase I, donde la toxicidad aguda por el método de las
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clases (CTA) es un método alternativo al ensayo clasico y permite la estimacion o evaluacion
de las caracteristicas toxicas de una sustancia por via oral y su seguridad.®

Anacardiaceae Tiene alrededor de 81 géneros y 800 especies que son econdémicamente
relevantes debido a la agricultura y la produccion de alimentos.® Por otra parte; 17 especies,
incluyendo siete taxa en los neotropicos y diez especies en los tropicos asiaticos pertenecen al
género Spondias.) Sin embargo, hay informes de especies venenosas como Toxicodendron
radicans (L.). Otros miembros de Anacardiaceae muestran efectos citotoxicos,®
hipoglucemiantes,® antiinflamatorios,” asi como antiangiogénicos,® antitumorales®® y
efectos antimicrobianos,*® Entre ellas Spondias mombin L. (jobo) conocido como jobo o
ciruelo, es un arbol de amplia distribucion tropical, comun en la cercania de los rios y terrenos
hdmedos.

Se utiliza tradicionalmente en varias regiones del mundo en la confeccién de helado, bebida,
aditivos/colorantes alimentarios y por sus propiedades medicinales. Actualmente pueden
encontrarse diversas investigaciones donde se evalla sus propiedades antisépticas,
antimicrobianas,? antifingicas,*? antioxidantes,*? anticolesterolémicas,®® antiulceras,¥
entre otras.

Desde el punto de vista toxicoldgico esta planta se ha evaluado in vitro mediante varios test,
entre ellos la toxicidad aguda oral a dosis unica y repetida y estudios subcronicos. Dichas
investigaciones han sido fundamentalmente en extractos preparados con corteza de tallo o
frutos, pero no de hojas y menos siendo el solvente un extracto hidroalcohélico.®?

La presente investigacion se hace necesaria ya que hasta el momento no se ha determinado la
toxicidad aguda oral por el método de las clases de la planta que crece en Cuba. Por esta razon
el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la toxicidad aguda oral a dosis tnica por el
método de la clases de toxicidad aguda (CTA) del extracto hidroalcohdlico al 70 % de las hojas

de Spondias mombin en ratas Sprague Dawley.

Métodos

Las hojas de Spondias mombin se recolectaron en areas del poblado El Caney, Santiago de
Cuba a través del proyecto universitario 9818/14 “Actividad antimicrobiana y seguridad de
extractos de hojas de Spondias mombin”. Fueron identificados en el Centro Oriental de
Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) y se cotejo con ejemplar de herbario BSC 15 946 y el
N° 969 de la espermateca.
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El material vegetal (50 g) se pesé en balanza técnica (Sartorius), se secé en estufa a 40 'C y se
trituré de forma manual a un tamafio inferior a 1 mm de didmetro. El extracto fue obtenido
mediante maceracion por 48 h en zaranda (Modelo THYS-2, Alemania), utilizando como
solventes una mezcla alcohol-agua (70:30%). se concentrd en un rotavapor (IKA RV Basic,
Alemania) a una temperatura 40 °C hasta 50 mL. Su concentracion se determino basada en el
contenido de sélidos totales disueltos y se conservé a 4°C hasta su posterior utilizacion.

El estudio se realiz6 cumpliendo las normas internacionales Guia 423 de la Organizacion para
la Cooperacion y el Desarrollo Econémico de la Comunidad Econdmica Europea (OECD2001)
y lo establecido de manera ética para el cuidado y uso de animales de laboratorio, asi como lo
descrito en el Manual de los Procedimientos Operacionales de Trabajo de Toximed.?*®

Se utilizaron 6 ratas hembras Sprague Dawley (tres ratas por grupos control y tratado)
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), con un peso de 150 a 200 g y un periodo de cuarentena de 7 dias. Se
mantuvieron en condiciones convencionales, temperatura de 22 + 3 °C, humedad relativa de
30-70 % como promedio y fotoperiodo de 10 h luz y 14 h oscuridad. La alimentacion y el agua
fueron ad libitum y 12 h previas al estudio fueron puestos en ayuno y se suministro pasadas
tres horas de la administracion de la sustancia a evaluar.

Los animales se pesaron al inicio del ensayo (dia 0) para calcular el volumen a administrar a la
dosis Unica de 2000 mg/kg de peso corporal. Se exploraron por observacion clinica con especial
énfasis en ojos, mucosas, piel, sistema respiratorio, patrones de comportamiento, actividad
motora, letargo, salivacidn, suefio y coma. Las primeras 24 h la observacion se realiz6 cada 4h
y pasadas las primeras 24 h se realiz0 la observacion diariamente.

Los animales se pesaron los dias 0, 7 y 14. Se calcul6 la ganancia de peso por la diferencia en
el pesaje: (dia 7- dia 0 y dia 14-dia 7). El pesaje de los animales se realiz6 siempre por la misma
persona y en la misma balanza técnica (Sartorius). Pasados los 14 dias del estudio y al no
ocurrir muerte de ninguno de los animales a la dosis limite no fue necesario emplear dosis

inferiores y se procedio a la eutanasia de los animales.

Eutanasia
Al concluir los 14 dias de observacion, los animales se enviaron a la morgue, donde se

sacrificaron mediante narcosis con Ketamina-50 mg. Por ultimo, se les realizé la necropsia.
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Estudio anatomopatol6gico a nivel macroscépico
Para evaluar si hubo dafio tras la administracion de la sustancia en estudio y a qué nivel se
realizaron examenes macroscopicos de las superficies externas del cuerpo, todos los orificios,
cavidades (craneal, toracica y abdominal). También los érganos (corazén, pulmoén, higado,
riflones, estomago, intestinos, bazo y genitales), el timo, el encéfalo, los ganglios linfaticos, las
glandulas sexuales accesorias y el tejido linfoide asociado a mucosa.

Resultados

Después de la administracion del extracto hidroalcohdlico al 70 % de hojas de Spondias
mombin y hasta los 14 dias de observacion se registrd 100 % el de supervivencia con una
conducta normal en los animales con reflejo postural normal, habitos de aseo y respuesta
habitual a los estimulos nociceptivos, asi como consumo de alimentos y agua tal como

corresponde a su especie.

Comportamiento del peso corporal
El comportamiento de este pardmetro en los animales del estudio no se vio afectado después
de la administracion del extracto (Tabla 1) En los primeros siete dias hubo un incremento de
peso aunque no fue significativo (p>0,05), sin embargo, a los 14 dias se observé un incremento

del peso corporal con diferencias significativas (p<0,05) entre los dias 7 y 0.

Tabla 1- Variacion del peso corporal (g) de ratas Sprague Dawley durante el ensayo de la Toxicidad
oral aguda por el Método de las Clases de Toxicidad Aguda (CTA) de un extracto fluido de hojas de

Spondias mombin L

Peso (gramos) Variacion de peso
Grupo Animal | Sexo Dosis
Odias | 7dias | 14dias | D7-DO | D14-DO
1 167,4 2147 243,6 47,3 76,2
Control 2 H - 167,8 220,9 238,9 531 71,1
3 166,9 2278 253,8 60,9 89,6
1 230,2 231,8 253,2 16 23
Experimental 2 H 2000 mg/kg | 210,6 213,1 227,0 15 16,4
3 223,0 2251 252,9 2,1 29,9

Leyenda: H = hembra; D = dia.
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Signos clinicos
Los animales empleados en el ensayo fueron sometidos a una estricta observacion y valoracion
clinica durante los 14 dias de duracion de este. No evidenciaron manifestaciones clinicas
indicativas de toxicidad durante todo el tiempo que duro el ensayo, comportandose de manera

similar al grupo control.

Hallazgos de la necropsia
Segun los ex&dmenes realizados no hubo ninguna alteracion anatomopatologica en las
superficies externas del cuerpo, asi como en los orificios y las cavidades examinadas,
mostrando similitud a los animales tratados con los del grupo control. No se hubo cambio de
coloracion, tamafio o textura, en comparacion con el grupo control, en los 6rganos como el
corazon, pulmén, higado, rifiones, estbmago, intestinos, bazo, timo, encéfalo, ganglios
linfaticos. De igual forma ocurrid con los sistemas de érganos, donde ninguno de los animales

de experimentacién mostro alteraciones atribuibles al extracto evaluado.

Discusion

La basqueda de nuevos farmacos de origen natural lleva implicito la realizacion de una serie
de investigaciones previas que incluyen las relacionadas con los estudios toxicologicos que
cumplen la finalidad de determinar la seguridad de su uso.

El Método de las clases de toxicidad aguda (CTA) constituye un paso inicial imprescindible
para el establecimiento posterior de los regimenes de dosis a emplear con diferentes fines,
permitiendo al mismo tiempo establecer varias caracteristicas de la sustancia en estudio. La
clasificacion de la misma estara en dependencia de la presencia o ausencia de mortalidad o del
estado moribundo del biomodelo utilizado. Determinar la toxicidad aguda oral a dosis Gnica
por el método de CTA al extracto fluido hidroalcohdlico al 70 % preparado a partir de las hojas
de la especie Spondias mombin L. permitié ademas de clasificar el extracto tener una
aproximacion de la posible dosis a utilizar.

El peso corporal constituye uno de los pardmetros mas importantes dentro de un estudio
toxicologico, porque sus alteraciones son un indicador sensible de la toxicidad causada por un
compuesto quimico. El incremento del peso a los 14 dias fue considerado normal, ya que se
corresponde con lo planteado en las Normas de referencia para el uso y cuidado de los animales

de laboratorio, en relacion con la especie utilizada.®®
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Barbosa y otros® plantearon que en un estudio similar a la presente investigacion con el
extracto de Spondias tuberosa no se observo mortalidad, ni signos clinicos o tdxicos graves
durante todo el periodo experimental. No hubo diferencias en el aumento de peso corporal y la
ingesta total de alimentos entre los grupos control y los extractos a diferentes dosis fueron de
300 y 2 000, aunque la dosis mas alta redujo la ingesta de alimentos (45 %) y agua (50 %) al
primer dia.

Moke y otros® no registraron muerte de los animales en experimentacion (ratas y ratones) al
evaluar la toxicidad aguda oral de Spondias mombin. Estos autores tampoco reportaron signos
obvios de toxicidad en todos los grupos tratados y el LDso del extracto fue superior a 5000 mg
de extracto/kg de peso corporal.

En la presente investigacion el incremento del peso corporal en los primeros siete dias fue poco.
Este hecho puede estar relacionado con el efecto de los fitocompuestos presentes en el extracto
sobre los animales. Aunque los animales no mostraron manifestaciones clinicas indicativas de
toxicidad, existen evidencias del efecto de algunos fitocompuestos presentes en el extracto
sobre los sistemas biol6gicos.

Los extractos hidroalcohdlicos de la planta Spondias mombin L. que crece en Cuba son ricos
en flavonoides, taninos y fenoles.71®) Estos compuestos pueden provocar alteraciones a nivel
celular debido a sus propiedades tensoactivas. Se ha demostrado que los flavonoides ejercen
efectos sedantes y/o analgésicos sobre el Sistema Nervioso Central.® Estos efectos pueden
estar relacionados con la poca ganancia de peso durante los primeros 7 dias por la reduccién
transitoria en la ingesta de alimentos y agua. En dicho extracto también existen azucares
reductores y proteinas los cuales podria provocar sensacién de saciedad en el animal al suplicar
las necesidades del metabolismo celular.

Segin Viola y otros® muchos estudios han correlacionado las afinidades de diversos
flavonoides para los sitios de union a las benzodiacepinas localizados con los receptores del
acido gamma aminobutirico (GABA) a sus efectos farmacologicos in vivo como el efecto
anticonvulsivo, sedante o ansiolitico.?? Segun diversos estudios los flavonoides tienen efectos
sedantes en roedores y su presencia en este extracto podria explicar en parte la reducida
ganancia de peso de los primeros siete dias.

Sin embargo, ya en los 7 dias restantes la ganacia de peso fue mayor, lo cual puede relacionarse
a que al ser un estudio a dosis unica, los efectos de los fitocompuestos presentes en el extracto

han disminuido o cesado.
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Un indicador importante para la determinacion de la toxicidad de cualquier sustancia lo
constituye la evaluacion de las manifestaciones clinicas, ya que es posible conocer dafios
asociados a lesiones en sistemas de drganos, que traen por resultado alteraciones en sus
funciones. Ademé&s, se plantea que toda sustancia tdéxica produce alteraciones
anatomofisioldgicas, que se manifiestan en modificaciones en el cuadro clinico general, y éstas
dependen de la severidad y extension de la lesion, asi como de los sistemas de Organos
involucrados, duracién de la exposicion, concentracion de la sustancia en sangre, edad y salud
general previa del animal.®®

En la presente investigacion se evidencia la inocuidad de este producto y se puede concluir que
en el biomodelo animal utilizado y bajo las condiciones experimentales empleadas el extracto
de hojas de Spondias mombin L. no provocé alteraciones anatomopatoldgicas atribuibles a su
efecto sobre sistemas, 6rganos y tejidos, a la dosis utilizada.

Por lo tanto, el ensayo de Toxicidad Oral Aguda por el Método de las clases de toxicidad aguda
(CTA) del extracto, lo enmarca como “sin clasificar”, segun la escala Shelede. Permitid
establecer que la dosis toxica del extracto es superior a 2 000 mg/kg en estudio de dosis Unica.
Se recomienda la realizacién de otros estudios toxicolégicos como los de dosis repetidas,
toxicidad cronica y subcronica a extractos de hojas de Spondias mombin L. para lograr su

registro como medicamento de origen natural.
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