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NOMBRE DE LA INVESTIGACION.
Toxicidad subaguda del extracto acuoso de hojas de chichipince Hamelia patens Jacq
(Rubiaceae) en ratones cepa NIH de laboratorio.

AUTORES. Morales-Pefia D.A'., Oviedo-Zelaya R?., Moreno-Mendoza M.A.

RESUMEN.

La investigacion se realizd en las instalaciones del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Salud (CENSALUD). UtilizAndose 45 ratones albinos suizos machos y hembras de la cepa NIH
provenientes del Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA), con peso entre 20 — 25 g,
mantenidos a una temperatura y humedad relativa controlada de 22 + 2 °C y entre 50-60%
respectivamente, con ciclo de luz - oscuridad de 12/12 horas. El extracto acuoso de hojas de
Hamelia patens Jacq (chichipince) se preparé en el Laboratorio de Investigacién de
Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador
y se evalu6 mediante ensayos de toxicidad subaguda por 28 dias por via oral, utilizandose
dos dosis de T1: 100 y T2: 200 mg/kg de peso vivo para ambos sexos, para evaluar si existe
algun efecto toxico a estas dosis. Los métodos empleados fueron los descritos por la
Organizaciéon para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OECD). Se evaluaron
Parametros Clinicos, donde no se observaron signos de toxicidad; Pesos corporales, se
observaron aumentos significativos en ambos sexos; Hematologia, pardmetro Plaquetario en
hembras presenté diferencias estadisticas significativas; Quimica Sanguinea, Bilirrubina
total, Nitrégeno ureico y Transaminasa Glutdmica Oxalacetica mostraron diferencias
estadisticas significativas para grupos de hembras; Pesos y Tallas de 6rganos, se
observaron diferencias estadisticas significativas en ambos sexos. Los resultados fueron
analizados con el programa estadistico SPSS 21 mediante un andlisis de T- student para
muestras independientes y muestras relacionadas para los pesos corporales. Los resultados
son presentados con sus Medias (X), Aumentos porcentuales para pesos vivos (%),
Desviacién estandar (XS), Significancia Bilateral (P valor) cuando (P < 0.05). Concluyendo al
final de la investigacion, que el extracto acuoso de H patens Jacq a las dosis estudiadas no
presento efecto toxico en los ratones cepa NIH para ambos sexos.
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NAME OF RESEARCH.
Subacute toxicity of the aqueous extract of chichipince leaves Hamelia patens Jacq
(Rubiaceae) in mice strain NIH de laboratory.

AUTHORS. Morales-Pefia D.A', Oviedo-Zelaya R* Moreno-Mendoza M.A3.

ABSTRACT.

The research was conducted in the facilities of the Center for Research and Development in
Health (CENSALUD). Using 45 male and female Swiss albino mice of NIH strain from the
Laboratory of Animal Experimentation (LEA), weighing between 20-25 g, maintained at a
controlled temperature and relative humidity of 22 + 2 ° C and between 50-60% respectively ,
with light-dark cycle of 12/12 hours. The aqueous extract of leaves of Hamelia patens Jacq
(chichipince) was prepared in the Natural Products Research Laboratory of the Faculty of
Chemistry and Pharmacy of the University of El Salvador and was evaluated by sub-acute
toxicity tests for 28 days orally, using two doses of T1: 100 and T2: 200 mg / kg of live weight
for both sexes, to evaluate if there is any toxic effect at these doses. The methods used were
those described by the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).
Clinical Parameters were evaluated, where signs of toxicity were not observed; Body weights,
significant increases were observed in both sexes; Hematology, Plaquetario parameter in
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females presented significant statistical differences; Blood chemistry, total bilirubin, urea
nitrogen and Oxalacetic glutamic transaminase showed significant statistical differences for
groups of females; Weights and sizes of organs, significant statistical differences were
observed in both sexes. The results were analyzed with the statistical program SPSS 21
through a T-student analysis for independent samples and related samples for body weights.
The results are presented with their Medias (X), Percentage increases for live weights (%),
Standard deviation (XS), Bilateral significance (P value) when (P <0.05). Concluding at the end
of the investigation, that the aqueous extract of H patens Jacq at the doses studied had no
toxic effect on the animals.

Key words: Hamelia patens Jacq, aqueous extract, chichipince, doses.
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1. INTRODUCCION

Hamelia patens Jacq (chichipince) es una planta utilizada en la medicina tradicional
Salvadorefia a la que se le asocian propiedades antimicrobianas, analgésicas, antidepresiva,
inmunoestimulante, cicatrizante, antitumorales y antiinflamatorias y ha sido considerada
entre las especies de mayor uso medicinal en El Salvador (Raintree Nutrition 2004).

Las plantas medicinales al ser fuentes muy importantes de sustancias con actividades
biol6gicas, deben ser investigadas para poder ser utilizadas con seguridad y racionalmente.
La poblacion las utiliza de forma indiscriminada basandose en la creencia de que las plantas
carecen de efectos adversos y que no se necesita una dosificacion exacta (Nufiez 1982).
Nos encontramos entonces, con el hecho que el chichipince (H. patens Jacq), siendo una
especie quimicamente dotada de compuestos ampliamente reportados por su actividad
biol6gica en el tratamiento de mdltiples trastornos, esta también dotada de compuestos de
grupos quimicos con actividad toxicolégica (Nufiez 1982).

Por lo tanto, el chichipince debe de ser sujeto de estudios, siguiendo normas de
investigacion cientifica para determinar su potencial toéxico si estuviese presente por la via
oral donde la informacion acerca de ella es poca. De acuerdo a lo mencionado sobre el
chichipince, especie botanica reportada entre las mas usadas como medicina natural en El
Salvador, se realizé el ensayo de toxicidad subaguda por 28 dias por via oral en ratones de
laboratorio cepa NIH machos y hembras, donde se evaluaron dos dosis de 100 y 250 mg/kg,
con el objetivo de determinar algun efecto téxico por parte de dicha especie botanica. Se
evaluaron exadmenes clinicos a diario, pruebas de Hematologia, Quimica sanguinea,
necropsia y estudio macroscopico de érganos. Este tipo de estudio es de importancia para
la Medicina Veterinaria ya que se usé un modelo animal de laboratorio para brindar bases
cientificas sobre esta planta que se sabe muy poco sobre su uso por via oral en animales y
asi a futuro poderse utilizar como fitoterapia complementaria a tratamientos farmacolégicos
brindados por el Médico Veterinario.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacién, Duracién, Unidades experimentales

El estudio se llevé a cabo en la Universidad de El Salvador, con coordenadas geogréficas
13°43°6" N 89°12°11"0. Y ubicada en, Final Avenida “Martires Estudiantes del 30 De julio,
San Salvador, El Salvador, Centro América. Especificamente en las instalaciones del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), en el Laboratorio de Patologia y
Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA). Se contd también con el apoyo de la Facultad
de Quimica y Farmacia mediante el Laboratorio de Investigacion de Productos Botanicos. La
investigacion se realiz6 en los meses de mayo hasta noviembre 2015. Se utilizaron 45
ratones machos y hembras de la cepa NIH disponibles en (LEA - CENSALUD).

2.2. Metodologia de Laboratorio

2.2.1. Actividades dentro del laboratorio de experimentacion animal
Se realizaron actividades a diario desde el inicio del estudio, se utilizaron animales vivos
destinados para investigaciones. Se les proporcion6 una alimentacién con concentrado para
roedores con nivel de proteina de 22%, agua de consumo potabilizada y filtrada, limpieza de
las jaulas, se verifico funcionamiento del equipo de ventilacion y extractor de aire, sistema de
iluminacién, medidores de la temperatura y limpieza de instalaciones.



2.2.2. Seleccién de animales experimentales (ratones NIH)
Se utilizaron 45 ratones (20 machos y 25 hembras) de la cepa NIH, con un peso corporal
entre 20 a 25 gramos, con 5 semanas de vida. Se mantuvieron a una temperatura controlada
de 22 + 2 °C y entre 50-60% de humedad relativa, con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 horas.
Permaneciendo 4 animales por jaula en los grupos de machos y 5 animales por jaula para
los grupos de hembras, marcados con acido picrico en diferentes partes del cuerpo.

2.2.3. Conformacion de los tratamientos.
Se evaluaron dos concentraciones de 100 y 250 mg/kg de peso vivo del extracto acuoso de
hojas de Hamelia patens Jacq (chichipince). Los tratamientos quedaron agrupados y
etiquetados de la siguiente manera: TO (control): agua destilada, T1: 100 mg/kg de peso vivo
de extracto acuoso, T2: 250 mg/kg de peso vivo de extracto acuoso. Cada animal recibio un
volumen maximo de 0.2 ml de agua destilada y del extracto acuoso (tratamientos).

2.2.4. Recoleccion de hojas de Hamelia patens Jacq.
Se recolectd las hojas dentro del campus Universitario, seleccionando arboles en buenas
condiciones sin evidencias de plagas y enfermedades. Se secaron a claridad por una
semana Yy luego en estufa para su secado completo en el Laboratorio de Investigacion de
Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia. Se molieron para obtener un
pulverizado el cual se conservo en bolsas plasticas etiquetadas con el nombre cientifico y
comun de la planta y la fecha de elaboracion.

2.2.5. Obtencién del extracto seco de hojas de Hamelia patens Jacg.

El método consistié en pesar 57 gramos del pulverizado de hojas, se calenté 1000 ml de
agua destilada en un hot plate, se adicion6 el pulverizado y se cocin6é a 100 °C agitandola
por 20 minutos, la decoccién obtenida se col6 con una manta de algodén y se filtré con papel
filtro y se obtuvo un extracto fluido. El extracto fluido se colocé en tubos de vidrio especiales
para altas revoluciones montados en un holders, se colocaron en (GENEVAC) aparato que
centrifuga a altas revoluciones y a temperaturas variadas. Se centrifugaron a velocidad de
8000 rpm con temperatura de 40 °C por un tiempo de 9 a 10 horas, en el fondo del tubo
guedd solamente el extracto seco colocandose en un desecador de silica para eliminar
humedad y luego se refrigeraron.

2.2.6. Preparacion del extracto acuoso de hojas de H. patens Jacq.

Fueron preparadas dos veces por semana ambas concentraciones, partiendo del peso
promedio semanal en gramos de los grupos de animales. Se pesoé la cantidad de extracto
seco con balanza semianalitica digital, se colocé el extracto seco en un Beaker de 100 ml, se
le afadid6 5 ml de agua destilada caliente colocdndose en un aparato sonificador por 20
minutos para disolver el extracto seco, luego se transfiri a un balén de vidrio graduado con
capacidad de 10 ml y se aforé (linea de 10 ml en balén) con agua destilada hasta dicha
marca, el extracto acuoso se refrigero entre 2 a 7 °C para evitar contaminacion.

2.2.7. Estudio de toxicidad subaguda por 28 dias.
El estudio de toxicidad se realizdé segun lo establecido en las guias para el cuidado y uso de
los animales de experimentacion del Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales
(CCAC 1998) vy lo establecido en las guias 408 y 420 de la Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD 1998, 2001).

2.2.8. Administracién de sustancia de hojas de H. patens Jacq.
La via de administracion del extracto acuoso fue por canulacion intragéstricas, con el ratdén
correctamente inmovilizado de manera que la cabeza quedara alineada con el cuerpo evitando
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movimientos de cabeza. Se utiliz6 una jeringa de tuberculina de 1 cc y una céanula o aguja
metdlica calibre 19 modificada para no causar dafio al introducirla, fue insertada empujando la
cabeza hacia atras hasta lograr alinear la boca y el eséfago, para luego permitir que esta baje
por gravedad sin empujar hasta alcanzar una profundidad aproximada de 2 cm,
inmediatamente se vacio el contenido de la jeringa que es de 0.2 ml de agua destilada o de las
sustancia de H. patens Jacq.

2.2.9. Observaciones clinicas.
Se observaron los animales después de la canulacion durante las primeras 4 horas, mayor
énfasis los primeros 30 minutos. Se registraron los pesos corporales de cada animal una vez
por semana anotandose en una tabla de registro, se evaluaron diferentes parametro fisicos —
clinicos a diario en busca de signos de toxicidad registrados en fichas para cada grupo y
cada individuo.

2.2.10. Toma de muestra sanguinea.

Finalizado los 28 dias, se tomaron muestras de sangre para examenes hematoldgicos y
bioguimica clinica para cada animal, para determinar presencia de alteraciones fisiolégicas o
de toxicidad por la administracién de la sustancia. La sangre se obtuvo de la zona retro
orbital del plexo venoso con un micro capilar para realizar la puncién, sujetando al animal del
pliegue cutaneo de la zona cervical o cuello. Las muestras sanguineas fueron procesadas en
el Laboratorio Clinico del Hospital Rosales de San Salvador. NOTA: Un rat6n adulto su
volumen sanguineo total ronda entre los 78-80 ml/kg de peso vivo. Aproximadamente un
total de 2 a 2.5 ml (Timm 1989).

2.2.11. Pruebas Hematoldgicas.
Se obtuvo una cantidad de sangre de 0.25 a 0.30 ml, colectada en un tubo pequefio con
anticoagulante (EDTA), se identifico segun el nimero de registro de cada animal y grupo de
tratamiento para machos y hembras. Se determind la linea roja, plaquetas y linea blanca en
busca de alguna alteracién en el paquete celular sanguineo.

2.2.12. Pruebas de Bioguimica Sanguinea.

La cantidad de sangre extraida fue de 0.50 mly se coloc6 en un tubo colector (eppendorf) sin
anticoagulante, rotulado de igual manera que los de hematologia. Los tubos se centrifugaron
por dos minutos a 4500 rpm, el suero se recolecté con micropipeta graduada y se colocé en
otro tubo eppendorf para su posterior congelamiento a -20 °C. Se determinaron los valores de
glucosa, nitrdgeno ureico, creatinina, relacion nitrdgeno ureico/creatinina, colesterol total,
triglicéridos, transaminasa glutdmica pirdvica (TGP), transaminasa glutdmica oxalacetica
(TGO), bilirrubina total.

2.2.13. Necropsia y estudio macroscopico de drganos.
Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical evitando estrés y sufrimiento. A
cada uno se le realiz6 observaciones post morten donde se evaluaron diferentes parametros
macroscopicos a los érganos como: superficie del érgano (lisa, aspera, granular, arrugada),
consistencia (firme, quebradizo, esponjoso), color (homogéneo, manchado), tamafio (mm) y
su respectivo peso en gramos. Los organos evaluados fueron: corazén, pulmén, higado,
bazo, estomago, rifiones, intestino delgado e intestino grueso.

2.3. Metodologia estadistica.
Los datos obtenidos fueron evaluados estadisticamente con el software SPSS 21 donde se
compararon los resultados obtenidos entre el grupo control y los grupos tratamientos.
Mediante un analisis de “T"- Student para muestras independientes y muestras relacionadas
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para los pesos corporales. Se consideré que la diferencia entre los grupos tratados y el
grupo control serda significativa (*) cuando p < 0,05. Los resultados son expresados como la
Media + la Desviacion Estandar de los grupos experimentales.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Observaciones clinicas

Zeinsteger et al. (2003), menciona que la sintomatologia de la intoxicacion se caracteriza por
alteraciones en la locomocion, convulsiones, actitudes posturales anormales y consecuentes
inanicion y muerte. En este estudio la administracion del extracto acuoso de Hamelia patens
Jacq (chichipince), no se evidencio la presencia de alteraciones clinicas en los animales para
ambos sexos. Por lo tanto la sustancia en las concentraciones establecidas no presento
ningun signo de deterioro evidente en la salud a causa de un proceso de toxicidad como:
ataxia, paralisis, pilo ereccion, problemas respiratorios, posturas anormales, diarrea,
sangrado, tremores (temblores) y convulsiones, ni muerte de los animales de
experimentacién. Lo que concuerda con el uso seguro de H. patens Jacq reportado
recientemente por otros autores en un articulo de revision (Ahmad et al. 2012).

3.2. control de pesos semanales.

En los animales machos se observa una tendencia al aumento de peso en los promedios
semanales para los grupos tratamientos T1 y T2 en relacion al de su grupo control.
Teniéndose al final un valor del aumento porcentual para el grupo control de 9.11%, para el
grupo T1: 11.73%, y para el grupo T2: 12.67%. En la comparacion de medias entre el grupo
control y los grupos tratamientos se observaron diferencias estadisticas significativas, donde
se obtiene una Significancia Bilateral (P valor) producto de esta comparacién, para T1 un P
valor de 0.00*y T2 un P valor de 0.00* (cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los pesos promedio y aumento
porcentual en ratones machos NIH en dos dosis de T1: 100 y T2: 250 mg/kg.

Sexo Machos
Grupo Inicio sem 1 sem 2 sem 3 sem 4 Aumento (%) Si?F', k\)/i;?(tﬁ)ral
Control 25.87+0.89 27.37+0.56 27.92+0.41 29.25+0.84 27.90%1.15 9.11
T1 26.16+1.18 27.37+1.36 28.62+1.70 29.16+1.98 29.23+1.70 11.73 0.00*
T2 25.07£0.68 26.38+0.83 27.57+1.36 28.26+1.29 28.26+1.44 12.67 0.00*

Los valores se expresan con la Media * Desviacién Estandar (DE), Aumento porcentual (%) y Sig. Bilateral (P valor), grupo
control (agua destilada), T1 grupo tratamiento 100 mg y T2 grupo tratamiento 250 mg.

En cuanto a las hembras podemos observar un leve aumento del peso promedio semanal
para los animales tratados con el extracto acuoso de H. patens Jacq durante el periodo de
investigacion, donde el grupo T1 tiene una leve disminucion en la semana dos y grupo T2
una leve disminucién en la semana uno, pero de igual manera siempre hubo una tendencia
al aumento de peso corporal en las siguientes semanas. Teniéndose al final valores del
aumento porcentual para el grupo control de 7.55%, grupo tratamiento T1 un valor de 5.84%
y para el tratamiento T2 un valor de 5.72%. En la comparacion de medias entre grupo control
y grupos tratamientos se observa diferencia estadistica significativa, donde se obtiene una
Significancia Bilateral (P valor) producto de esta comparacion, para T1 un P valor de 0.00* y
para T2 un P valor de 0.00* (cuadro 2).



Cuadro 2. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los pesos promedio y aumento
porcentual en ratones hembras NIH en dos dosis de T1: 100 y T2: 250 mg/kg
Sexo Hembras

Aumento Sig. Bil.

Grupo Inicio sem 1 sem 2 sem 3 sem 4 (%) (P valor)

Control 23.04 +0.19 23.36+0.78 23.14+0.18 24.64+0.51 24,78+ 0.52 7.55

T1 25.30+0.77  25.49+0.98 2497 +0.71 26.17 +0.77 26.67 £ 1.06 5.84 0.01*

T2 22.00+0.74 21.94+0.81 22.14+0.99 23.07 £ 0.97 23.26+ 1.03 5.72 0.03*

Los valores se expresan con la Media * Desviacién Estandar (DE), Aumento porcentual (%) y Sig. Bilateral (P valor), grupo
control (agua destilada), T1 grupo tratamiento 100 mg y T2 grupo tratamiento 250 mg.

Mancebo (2002); afirma que los datos referentes al peso corporal poseen una gran
sensibilidad para detectar alteraciones debido a productos quimicos, incluso aquellos de baja
toxicidad; por lo que, la disminucion de mas del 10% del peso corporal es considerada un
indicativo de efectos adversos a la salud.

Rodriguez, S. (1998) y Moreno et al. (2013); concuerdan que después de la administracion
de sustancias toxicas se producen pérdidas de peso como consecuencia de la movilizacion
de reservas energéticas del individuo para enfrentar la actividad metabdlica incrementada
gue acompafa los procesos de desintoxicacion.

Respecto al peso corporal como indicador de toxicidad la administracién del extracto acuoso
de hojas de H. patens Jacq, (chichipince) en dos diferentes concentraciones no afecto la
ganancia diaria de pesos de los animales machos y hembras, los cuales tuvieron tendencia
al incremento en sus promedios semanales. Segun Pordomingo et al. (2004), los taninos son
sustancias que estimulan el aumento de peso. Moreno et al. (2013) indica que este aumento
podria estar relacionado a un mayor consumo de alimento debido a que la sustancia de
estudio podria tener propiedades para la estimulacién del apetito.

En cuanto a las respuestas entre machos y hembras se han relacionado con sus diferencias
en una gran variedad de procesos fisioldgicos, actividades enzimaticas, mecanismos de
reparacion genética y factores hormonales (Castro et al. 2004). Esto podria explicar el leve
incremento de pesos promedios en los animales hembras que recibieron los tratamientos. Lo
cual indicaria que en hembras haya una mayor susceptibilidad a cambios fisiol6gicos y
movilizacibn de mayores reservas energéticas para enfrentar la actividad metabdlica
incrementada.

3.3. Examenes sanguineos.
Los examenes hematoldgicos y de bioguimica sanguinea son indicadores del alcance y la
profundidad de los efectos adversos de una sustancia sobre un érgano especifico (Gonzalez
et al. 2006). Ademas el estrés causado por la manipulacion e inmovilizacion suele ocasionar
una elevacion del hematocrito y recuento de leucocitos asi como variaciones en los valores
de bioquimica sanguinea. (Avila et al. 2013).

Los parametros hematoldgicos en los grupos T1 y T2 tratados con las concentraciones del
extracto acuoso de H. patens Jagc, muestran promedios similares a los observados en su
grupo control en todos los componentes del hemograma para machos y hembras (Cuadro A-
1). Sin embargo el pardmetro de plaquetas en los grupos de hembras se observan
incrementos en sus promedios en relacion a los de su grupo control: 1302.60 10e3/uL, T1:
1458.90 10e3/uL y T2: 1430.60 10e3/uL y producto de la comparacion entre grupos control y



tratamientos se presentan diferencias estadisticas significativas, donde se obtiene una
Significancia Bilateral (P valor) para T1 un P valor 0.01* y T2 un P valor de 0.03*. (Cuadro 3)

Cuadro 3. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en el parametro de plaquetas en
ratones NIH hembras con dos concentraciones T1: 100 mg y T2:250 mg.

Machos Hembras
Parametro Grupo Media + D.5 S5ig. Bilateral| Media + D5 S5ig. Bilateral
Control 1463.25 = 35.45 1302.60 = 114.63
Plaquetas - -
(10e3pl) T1 1456.50 = 53.78 0.82 145890 = 82.70 0.01*
T2 1458.50 = 3 57.34 0.88 1430.60 * 88.59 0.03*

Los valores se expresan con ia Media = Desviacion Estandar (DE) y 5i3. Bisteral (p valorycuando F <0.U5

En cuanto a la presencia de diferencias estadisticas significativas en plaquetas para
hembras T1 y T2, podrian tener relacion al aumento en la actividad metabdlica y no a un
proceso de toxicidad y desde el punto de vista clinico estos valores obtenidos en grupos
tratamientos guardan estrecha relacion con los de su grupo control. Aunque Suckow et al. Sf,
determina promedios de plaquetas en ratones de laboratorio en rangos de los 1084 — 1992
10e3/uL, por lo tanto, los valores obtenidos en la investigacién para los grupos tratamientos
estan dentro de los rangos normales para esta especie animal.

En cuanto a los resultados de la Bioquimica sanguinea, en la mayoria de los parametros
evaluados se observan diferencias entre los valores promedios en ambos grupos
tratamientos comparados con los de su grupo control (Cuadro A-2). Exceptuando los
parametros de Bilirrubina total, Nitrégeno ureico y Transaminasa glutdmica oxalacetica
(TGO) anicamente para grupos hembras se observaron diferencias estadisticas significativas
la comparacion entre grupos tratamientos y su grupo control (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en parametros de Bioquimica
sanguinea en ratones NIH hembras.

Machos Hembras
- - Sig. - Sig.
FParametro Srupeo hiedia = D5 Bilateral Media E= DS Bilateral
Bilirrubin Contbrol 017 E=S o000 o.n9 +* .01
total ™1 0.16 = o.0=2 o.25 .09 E 3 .05 .82
frogidiLy T= 0.15 + .02 0.46 0.1z + 0.0z 0_00=
Nitrogeno Control 28.75 = 0.50 27.20 + 1.30
ureicoc T 30.25 + 2.321 0.24 24 .85 +* 1.77 on.03=
(mgdL) Tz 27.88 % 2.23 0.47 27.10 £ 247 0.93
TGO Control ¥a.00 + 16.99 ¥9.00 + 5.00
e )
{ plutamics T 20.00 + =23.69 0.43 87.00 £+ =zo.82 0.43
Dﬁ'['a Eﬁ‘; cal = 94,62 = 24.230 0.28 93 .00 + 10.75 0.n2=

Los valores se expresan con la Media £ Desviacion Estandar ([DE) v Significancia Bilatersl (F valor cuando F <
0.05

Para el parametro de Bilirrubina total en el grupo de hembras se observa un leve aumento en
el promedio para el grupo T2: 0.12 mg/dL con respecto al de su grupo control: 0.09 mg/dL,
presentando diferencia estadistica significativa la comparacién entre estos dos grupos con
un P valor de 0.00*. Un aumento de la bilirrubina total en general y de la bilirrubina
conjugada en particular, sugiere una obstruccién del conducto biliar. (Sanchez 2009). En
Nitrégeno ureico para las hembras se observa una disminucion Unicamente en el promedio
para el grupo T1: 24.85 mg/dL respecto a su control: 27.20 mg/dL, con diferencia estadistica
significativa con un P valor de valor 0.03* producto de la comparacion de grupo tratamiento
T1y su control. En cuanto a la urea, esta se sintetiza en el higado, por lo que una disfuncién
hepatica puede dar valores de BUN (Nitrdgeno ureico en sangre) bajos. (Sanchez 2009).

Mientras que en hembras TGO se observan aumentos en los promedios de los grupos
tratamientos, donde grupo control: 79.00 UI/L y T1: 87.00 UI/L y T2: 93.00 UI/L, donde la
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comparacion entre grupos solo se observa diferencia estadistica significativa el grupo T2 con
un P valor de 0.02*. TGO es una enzima muy sensible pero muy poco especifica a la hora de
determinar disfunciones hepaticas. Sin embargo, no es un marcador hepatico muy
especifico, ya que se encuentra en considerables cantidades en el musculo estriado y
cardiaco. También se eleva con cortico esteroides y fenobarbital. (Sanchez 2009).

Por lo tanto, estas leves variaciones en estos pardmetros, podria confirmarse segun Cai Yan,
et al. 2003, que determina que las hembras son més susceptibles a la toxicidad de un
compuesto. Pero desde el punto de vista clinico los valores obtenidos para Bioquimica
Clinica con diferencias estadisticas significativas, guardan estrecha relacién con los de su
grupo control. Por lo tanto no podriamos atribuir un efecto téxico por parte de la sustancia de
ensayo.

3.4. Peso y talla de 6rganos.

Respecto a los pesos promedios de oOrganos se reportaron diferencias estadisticas
significativas Unicamente en higados en hembras, pulmones, estémago e intestino delgado
en machos (cuadro 5). En donde los higados de grupos de hembras tenemos para grupo
control un peso de: 1.24 gr, leve aumento para T1 de: 1.39 gr y para T2 leve disminucion de:
1.11 gr. donde la comparacién de grupos tratamientos con su grupo control presentaron
diferencias estadisticas significativas, un P valor para T1 de 0.02* y un P valor para T2 de:
0.01* En pulmones de grupos de machos se obtuvieron pesos promedios para grupo control
de: 0.15 gr, para T1: 0.17gr y para T2: 0.18gr. Unicamente T2 presenta diferencia estadistica
significativa con un P valor = 0.01* producto de la comparacién con su control.

Estomago en grupos de machos se obtuvieron pesos promedios para grupo control de:
0.45gr y aumentos para los grupos tratamientos para T1: 0.77gr y para T2: 0.68gr, donde T1
presentd diferencia estadistica significativa la comparaciéon con su grupo control con un P
valor= 0.01*. En cuanto a intestino delgado para grupos machos tenemos pesos promedios
para grupo control de: 2.28 gr, para grupo T1: 2.10 gr y para grupo T2: 1.85 gr. donde la
comparacion entre grupos tratamientos y su control T2 presento diferencia estadistica
significativa con un P valor = 0.00*. Para el resto de pesos de O6rganos se presentan en
(Cuadro A- 3)

Cuadro 5 Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los pesos de érganos de ratones
NIH machos y hembras.

Machos Hembras
Parametro Grupo Media + D.5 Sig. Media + D.5 Sig-
grh 3 Eilateral ) Bilateral

Control 14T * 013 124 = O.08
Higado ™ 148 = 0.13 054 1.39 + o.11 o.n2=
T= 1.40 + 0.08 025 1.11 + o.oe oo

Control .15 +* 0.01 0.18 + 0.02
Pulmones T 0.17 £ 0.04 0.40 o.1% + 0.0% D82
T2 o1ie + oD.o2 n.o1= 0.18 + 0.02 0.86

Coontrol 0.45 + Q.08 0.53 + 0.12
Estomago T o.FT + o227 D.oi1= .73 + 0.17 0.1+
T2 0.68 + 0.37 0.25 0.54 + 0.13 0.45

Coontrol 2.28 + Q.09 2.00 + 0.26
Inte stino T 2.10 £ 024 0.18 2.16 £ 0.33 0.43

Delgado

T2 1.85 + LI o.oo= 1.891 + 0.25 0.54

10



En cuanto a la talla promedio de 6rganos se reportaron variaciones Unicamente en rifién
derecho en hembras, estdmago e intestino grueso en machos (cuadro 6). En donde tenemos
tallas para rifiones de hembras de grupo control de: 1.02 mm, para grupo T1: 0.98 mm y para
grupo T2: 0.89 mm. Unicamente T2 se observa diferencia estadistica significativa con un P
valor= 0.02* producto de la comparacién con su control. En estomago de machos tenemos
tallas promedios para grupo control de: 1.43mm, para grupo T1: 1.83mm y para grupo T2:
1.64mm. Presentando diferencia estadistica significativa la comparacién entre grupo
tratamiento y su control Unicamente T1 con un P valor de: 0.01*. En cuanto a intestino
grueso en grupos de machos, tenemos tallas promedios para grupo control de: 8.43mm, para
grupo T1: 9.71mm y para grupo T2: 9.05mm. Donde producto de la comparacién entre
grupos tratamientos con su grupo control se obtienen diferencia estadistica significativa para
T1 un P valor de: 0.01* y para T2 un P valor de: 0.02*. Para el resto de tallas de 6érganos se
presentan en (Cuadro A-4).

Cuadro 6 efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en la talla de érganos de ratones

Los valores se expresan con ls Media £ desviescion estandar (0.5} v Significancis Bilateral (F valory cuando P =
0.05. Los pesos para cada paréametro estan dados en gramaos {gr)

NIH machos y hembras.

Machos Hembras
F'“[fn'::““ Grupo Media £ D.5 Sig. Bil. | Media + D.5 Sig. Bil.
Control 1.10 % 0.00 102 = 0.04
Rifién Der. T1 1.08 = 0.13  0.50 088 £ 008 0.32
Tz 1.14 % 012  0.40 088 £ 014  0.02=
Control 1.43 = 0.10 1.72 % 0.04
Estomago T1 1.83 = 0.22  D.04= 1.82 = 018  0.12
Tz 1.64 = 0.37 0.29 1.5 = 0.24 0.27
Control 543 = 0.15 .10 = 1.02
Intestino T 971 % 1.07 0.01* 876 % 127 0.33
Grueso
T2 .05 £ 0.58 0.02= 9.60 = 0.4  0.33

Los walores se expresan con la Media £ desviscion estandar (D.5) v Signiicancia Bilateral (F valor cuando F <
0.05. Las tallas para cads parametro estan dadas en milimmetros (o)

Por otra parte, en relacion a los 6rganos, los cambios en el tamafio, forma, superficie, color,
consistencia y peso; determinan la presencia de dafios toxicologicos (Hofle 2007).

Por su parte Dybing et al 2002 explica que el peso relativo de los 6rganos es fundamental
para diagnosticar si el 6rgano fue expuesto a la lesion o no. El corazén, el higado, el rifion,
el bazo y los pulmones son los primeros érganos afectados por reaccién metabdlica causada
por agente téxico.

Igualmente, Kumar et al 2008 explica que la hinchazén celular es la primera manifestacion
de casi todas las formas de lesion en las células, y es mas manifiesta considerando el
organo en su totalidad, pues cuando afecta a muchas células de este causa una cierta
palidez, aumento de la turgencia y en el peso.

De esta manera se explicaria, los resultados obtenidos en los pesos y tallas de los 6rganos
de ratones machos y hembras tratados con el extracto acuoso de Hamelia patens jacq,
donde hubo diferencias estadisticas significativas en relacién a su grupo control. Pero desde
el punto de vista clinico en el estudio macroscépico no se evidencié presencia de
alteraciones en tamafo, forma, consistencia, superficie y color de los 6rganos que nos
indiquen un efecto toxico debido a la administracion de la sustancia de estudio.
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4. CONCLUSIONES.

El estudio toxicol6gico con el extracto acuoso de Hamelia patens Jacq por via oral por 28
dias en ratones de ambos sexo, no presentd signos de toxicidad ni disminucién en el peso
corporal en los ratones en ambos sexos.

Los resultados obtenidos para Hematologia y Quimica Clinica en hembras, guardan estrecha
relacion con los de su grupo control, por lo tanto no son indicativos de un efecto de toxicidad
causado por el extracto acuoso en las dosis utilizadas.

Las variaciones de promedios de pesos y tallas de 6rganos, no son indicativos de un efecto
de toxicidad por parte de la sustancia, ya que, al estudio macroscépico de 6rganos no se
evidencié lesiones o dafio.

5. RECOMENDACIONES.

Debido a que los animales tuvieron tendencia al incremento de peso significativamente en
machos mas que todo, se recomienda evaluar si el extracto acuoso de Hamelia patens Jacq
tiene algun efecto para el estimulo del apetito.

Se recomienda en futuras evaluaciones con el extracto acuoso de Hamelia patens Jacq, se
utilicen animales machos, debido que en hembras podrian existir mas fuentes de variaciones
fisioldgicas y metabdlicas que interfieran con los resultados, quedando a criterio de cada
investigador y acorde a la investigacion que se realice.

Se recomienda incluir un estudio Histopatolégico en futuras evaluaciones con el extracto
acuoso de Hamelia patens Jacq, para determinar la presencia de dafio celular.
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8. ANEXOS
Cuadro A-1. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los parametros hematol6gicos

en ratones NIH en ambos sexos.

Machos Hembras
Parametro Grupo Media + D.S Sig. Bil. | Media + D.S Sig. Bil.
] Control 1084 + 029 1055 + 0.12
Globulos T1 1069 + 029 044 | 1042 = 0.42 0.40
rojos (10e6/uL)
T2 1065 +  0.30 0.32 1038+ 0.45 0.30
, Control 1658 +  0.22 1620 + 0.31
He”zo%'f)t"”a T1 1633 + 042 0.29 16.00  + 0.63 0.52
g T2 1639 + 041 0.41 1620  + 0.42 1.00
_ Control 53.03 <+ 095 5522 =+ 2.29
Hemz’};o‘;c”to T1 5246 + 113 041 | 5655 3.39 0.45
T2 5228 + 111 0.27 5527  + 2.08 0.97
Control 49.00 + 1.73 52.36 + 2.05
MVC (fL) T1 4914 + 087 0.85 5424  + 1.54 0.07
T2 4910 + 082 0.89 5331 =+ 2.45 0.47
Control 1530 + 022 1534 + 0.24
MCH (pg) T1 1528 +  0.30 0.88 1536+ 0.24 0.88
T2 1541 +  0.34 0.56 1563  + 0.39 0.16
Control 3125 <+ 068 2038 =+ 0.86
MCHC (g/dL) T1 3110 + 037 0.62 2835  + 0.89 0.05
T2 3136 + 035 0.70 2034 =+ 1.01 0.94
Control 3228 <+ 033 3750 =+ 2.46
RDW.SD (fL) T1 3233 + 099 0.92 3874 =+ 1.86 0.29
T2 3204 + 093 0.53 37.86 =+ 1.96 0.76
Control 146325 =+  35.45 130260 +  114.63
P('laoclgf:f)s T1 145650 +  53.78 082 |145890 + 8270 0.01*
T2 145850 + 57.34  0.88 | 143060 =+ 8859 0.03*
Control 693 +  0.34 756  + 0.11
VPM (fL) T1 686 + 027 0.73 749 o+ 0.21 0.50
T2 690 +  0.30 0.89 756  + 0.21 1.00
Control 10.63 + 2.37 10.06 + 2.14
G@EEHCLC)’S T1 836 + 151 007 | 1157 = 1.79 0.17
T2 879 + 183 0.16 1118+ 1.62 0.28

Los valores se expresan con la Media * Desviacién Estandar (DE) y Sig. Bilateral (p valor) cuando P < 0.05
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Cuadro A-2. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los parametros de Bioquimica
sanguinea en ratones NIH en ambos sexos.

Machos Hembras
Parametro Grupo Media + D.S Sig. Bil. Media + D.S Sig. Bil.
Bilirrubina Control 0.17 + 0.00 0.09 + 0.01
total T1 016 + 0.02 0.85 009 + 005 0.92
(mg/dL) T2 015 + 0.2 0.46 012 + 002 0.00*
Control 174.25 + 7.63 174.40 + 10.99
Glucosa
T1 17825 +  19.43 0.71 158.38 + 28.67 0.26
(mg/dL)
T2 19750 + 30.39 0.17 18270 + 3212 0.47
Nitrégeno Control 2875 +  0.50 2720 + 1.30
ureico T1 3025 + 231 0.24 2485 + 1.77 0.03*
(mg/dL) T2 2788 + 223 0.47 2710 + 247 0.93
- Control 014 + 002 017 + 002
Creatinina T1 014 + 002 0.46 015 + 005 0.35
(mg/dL)
T2 014 + 001 0.80 018 + 002 0.62
Control 21546 + 27.02 161.72 + 22.39
Relacion T1 21243 + 3032 0.87 17939 + 120.92 0.76
BUN/CREA : = : : : = : :
T2 20310 + 20.71 0.40 156.72 + 29.20 0.74
Colesterol Control 119.75 + 12.28 85.00 + 17.56
total T1 11513 + 922 0.48 9400 + 16.16 0.36
(mg/dL) T2 113.00 + 11.39 0.37 80.10 + 1483 0.64
- Control 27650 + 70.38 180.60 + 33.22
T”(gn']'g/eJ'Ld)os T1 22063 + 80.62 0.27 153.13 + 80.45 0.49
T2 197.38 + 2432 0.14 181.88 + 68.58 0.97
TGO Control 79.00 + 16.99 79.00 + 8.00
(transaminasa
glutamica T1 90.00 + 23.69 0.43 87.00 + 2082 0.43
°Xa('3|°/e|_t)'°a) T2 9463 + 2430 0.28 9300 + 1075 0.02*
( TGP Control 61.25 + 14.66 48.20 + 8.07
transaminasa
glutamica T1 63.00 + 1317 0.84 4500 + 16.54 0.41
p'(rﬁl‘;:_c)a) T2 86.63 + 42.70 0.16 4833 + 10.01 0.98

Los valores se expresan con la Media + Desviacion Estandar (DE) y Significancia Bilateral (P valor) cuando P <
0.05
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Cuadro A-3. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en los pesos de 6rganos de

ratones NIH en ambos sexos.

Machos Hembras
Parametro Grupo Media + D.S Si.g. Media + D.S Sig. Bil.
(gr) Bil.
Control 1.47 + 0.13 1.24 + 0.08
Higado T1 1.48 + 0.13 0.84 1.39 + 0.11 0.02*
T2 1.40 + 0.08 0.29 1.11 + 0.08 0.01*
Control 0.12 + 0.01 0.11 + 0.02
Corazoén T1 0.12 + 0.01 0.39 0.27 + 0.41 0.47
T2 0.13 + 0.03 0.20 0.13 + 0.02 0.09
Control 0.15 + 0.01 0.18 + 0.02
Pulmones T1 0.17 + 0.04 0.40 0.18 + 0.03 0.82
T2 0.18 + 0.02 0.01* 0.18 + 0.02 0.86
Control 0.18 + 0.05 0.24 + 0.01
Bazo T1 0.13 + 0.03 0.05 0.21 + 0.06 0.18
T2 0.13 + 0.02 0.17 0.22 + 0.04 0.26
Control 0.23 + 0.01 0.14 + 0.01
Rifion Izq. T1 0.24 + 0.02 0.64 0.17 + 0.02 0.07
T2 0.23 + 0.02 1.96 0.15 + 0.02 0.42
Control 0.22 + 0.02 0.14 + 0.01
Rifion Der. T1 0.24 + 0.03 0.41 0.16 + 0.01 0.05
T2 0.26 + 0.04 0.14 0.14 + 0.02 0.87
Control 0.45 + 0.08 0.59 + 0.12
Estomago T1 0.77 + 0.27 0.01* 0.73 + 0.17 0.14
T2 0.68 + 0.37 0.25 0.64 + 0.13 0.46
Control 2.28 + 0.09 2.00 + 0.26
'82?5238 T1 210 = 0.24 0.18 216 +  0.33 0.43
T2 1.85 + 0.13 0.00* 1.91 + 0.26 0.54
Control 0.86 + 0.09 0.80 + 0.06
Intestino T 086  + 0.05 0.87 084 + 015 0.53
Grueso
T2 0.87 + 0.13 0.86 0.80 + 0.09 0.98

Los valores se expresan con la Media + desviacion estandar (D.S) y Significancia Bilateral (P valor) cuando P <
0.05. Los pesos para cada parametro estan dados en gramos (gr)
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Cuadro A-4. Efecto del extracto acuoso de H. patens Jacq en las tallas de los 6rganos de

ratones NIH en ambos sexos.

Machos Hembras
Pazém%e)”o Grupo Media + DS  Sig. Bil. Media + D.S  Sig. Bil.

Control 265 + 026 226 + 0.05
Higado T1 241 + 029 0.19 236 + 0.21 0.19
T2 234 + 021 0.05 217 + 0.21 0.22

Control 088 <+ 0.0 078 = 0.08
Corazén T1 079 + 006 0.09 084 =+ 0.10 0.26
T2 078 + 007 0.07 079 0.06 0.79

Control 1.18 + 0.10 1.16 + 0.18
Pulmones T1 119 + 0.4 0.87 130 + 0.20 0.21
T2 108 + 007 0.07 124  + 0.32 0.61

Control 210 + 026 236 + 0.18
Bazo T1 206 + 020 0.79 223  + 0.22 0.27
T2 200 + 012 0.37 223 + 0.18 0.21

Control 1.15 + 0.06 1.00 + 0.07
RIfiGN I2q. T1 113 + 0.0 0.67 098 0.09 0.68
T2 108 + 012 0.26 096 =+ 0.10 0.43

Control 110 + 000 102+ 0.04
Rifién Der. T1 108 + 013 0.60 098 + 0.08 0.32

T2 114 + 012 0.40 089 ¢+ 0.14 0.02*

Control 1.43 + 0.10 1.72 + 0.04
Estomago T1 1.83 + 0.23 0.01* 1.82 + 0.18 0.12
T2 164 + 037 0.29 163 ¢ 0.24 0.27

_ Control 46.88 + 1.44 42.40 + 4.34
'82?95238 T1 4575 +  4.23 0.62 4705  + 7.14 0.21
T2 4731 + 375 0.83 4075  + 4.65 0.52

Control 843 + 015 9.10 + 1.02
Intestino T1 971 +  1.07 0.01* 976 + 1.27 0.33

Grueso

T2 905 + 058 0.02* 960 + 0.84 0.33

Los valores se expresan con la Media + desviacion estandar (D.S) y Significancia Bilateral (P valor) cuando P <

0.05. Las tallas para cada parametro estan dadas en milimetros (mm)
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