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INTRODUCCION

Objetivos. Determinar la seguridad de la asociacion del extracto atomizado del rizoma de Curcuma
longa (A4R), flores de Cordia lutea (A4F) y hojas de Annona muricata (A4L) a una dosis repetida
durante 90 dias por via oral en ratas. Material y métodos. Disefio experimental, se utilizaron 108
ratas Holtzman (54 machos — 54 hembras) y se administrd el extracto atomizado durante 90 dias
por via oral, se realizaron las observaciones, registro de signos y evolucion cada 30 dias del peso
corporal de los animales; al final, se extrajo muestra de sangre para estudio hematolégico, hepatico,
lipidico y antioxidante, se aplicé a prueba ANOVA, considerando el valor p<0,05 para la significan-
cia. Resultados. La asociaciéon de extracto atomizado (ALC) evidencié un incremento significativo
del peso para el grupo ALC 200 mg/kg; en las ratas macho a partir de los 30 dias (p<0,01) y en ratas
hembra a partir de los 60 dias (p<0,01) manteniendo dicho patrén a los 90 dias. Todos los valores
hematolégicos y bioquimicos durante los 90 dias se mantuvieron dentro de parametros permitidos.
Se observé un incremento en la actividad de la superoxido dismutasa (SOD) desde los primeros 30
dias y manteniendo el mismo hasta el final, independientemente del género (p<0,05). Conclusién.
Los hallazgos demuestran que el extracto atomizado del rizoma de Curcuma longa (A4R), flores de
Cordia lutea (A4F) y hojas de Annona muricata (A4L) no produce toxicidad al ser administrado por
un periodo de 90 dias en ratas.

Palabras clave: Toxicidad cronica, Curcuma longa, Cordia, Annona (Fuente: DeCS)

ABSTRACT

Objective. To determine the safety of the association of atomised rhizome extract of Curcuma longa
(A4R), Cordia lutea flowers (A4F) and leaves of Annona muricata (A4L) to repeated doses for 90
days orally in rats. Material and methods. Experimental design, 108 Holtzman rats (54 males -
54 females) were used. The atomized extract was administered for 90 days orally, observations,
record signs and evolution every 30 days the body weight of the animals, the final sample of blood
was drawn for hematology, liver, lipid and antioxidant study were performed, are ANOVA test ap-
plied, considering p <0.05 value for significance. Results. The association of atomized extract (ALC)
showed a significant increase in weight for the group ALC 200 mg / kg; in male rats after 30 days (p
<0.01) and in female rats after 60 days (p <0.01) while maintaining the pattern at 90 days. All hema-
tological and biochemical values during the 90 days were within permitted parameters. an increase
was observed in the activity of superoxide dismutase (SOD) from the first 30 days and maintaining
the same until the end, regardless of gender (p <0.05). Conclusiéon. The findings show that the at-
omized extract from the rhizome of Curcuma longa (A4R), flowers of Cordia lutea (A4F) and leaves
of Annona muricata (A4L) is non-toxic when administered orally for 90 days in rats.

Key words: Chronic toxicity, Curcuma longa, Cordia, Annona (Source: MeSH).

La Curcuma longa, conocida como palillo, pertenece a

El uso de plantas para promover la curacion es una
practica antigua y global, se hace referencia en los
textos mas antiguos y tradiciones orales ; estos
han demostrado diversos efectos: antiinflamatorios,
antineoplasicos, protectores hepaticos, antioxidantes in
vivo, antimicrobianos, sedantes, hipnéticos entre otros @
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la familia Zingiberaceae, cultivada en Asia y Africa ©;
tradicionalmente, es utiizada como antiinflamatorio y
antioxidante eficaz en la prevencion del cancer ® y ha
demostrado actividad hepatoprotectora ©®. La Cordia
lutea, conocida como flor de overo, pertenece a la familia
Boraginaceae nativa de la isla Galapagos, se distribuye en
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Ecuador y Pert ©, es utilizada para tratar enfermedades
respiratorias, dermatoldgicas y gastrointestinales @; posee
efecto antiinflamatorio agudo @, y actividad antitumoral ©.
La Annona muricata, conocida como guanabana, pertenece
a la familia Annonacea, que incluye 130 géneros y 2300
especies, de los cuales 51 se encuentran en América (9;
son utilizados como antioxidantes e hipoglicemiantes (", asi
como antiproliferativos en células prostaticas tumorales ('),

Las plantas en estudio presentan una gran variedad de
metabolitos secundarios; el rizoma de Curcuma longa
presenta principalmente aceites esenciales, cumarinas,
fenoles, taninos, flavonoides, terpenos y alcaloides (. Las
flores de Cordia lutea tiene triterpenos y flavonoides @), y
las hojas de Annona muricata presentan, principalmente,
flavonoides, taninos y glicosidos(4.

Desde el 2012, la asociacion del extracto liofilizado
del rizoma de Curcuma longa, flores de Cordia lutea y
hojas de Annona muricata es comercializado en Canada
como nutracéutico, para la prevencion y tratamiento de
trastornos hepaticos (9.

El uso individual de estas plantas en el tratamiento
de enfermedades crénicas por tiempo prolongado,
podrian incrementar la incidencia de efectos téxicos ©,
en cuyos casos estan asociados a la nefrotoxicidad y
hepatoxicidad (®. Debido a la presencia de metabolitos
secundarios y la gran capacidad de ser antioxidantes in
vivo se planted asociar las tres plantas con la finalidad
de reducir las concentraciones cuando se las utiliza
individualmente; por tanto, la presente investigacion
tiene como objetivo, determinar la seguridad a través de
un ensayo de toxicidad crénica a 90 dias (OECD 408)
de la asociacion del extracto atomizado del rizoma de
Curcuma longa (A4R), flores de Cordia lutea (A4F) y
hojas de Annona muricata (A4L) a una dosis repetida
durante 90 dias por via oral en ratas.

METODOLOGIA

El rizoma de Curcuma longa, las flores de Cordia lutea y
las hojas de Annona muricata fueron procesadas mediante
atomizacion en una proporcion de 80:10:10. De acuerdo a
férmula comercial (ISULA A4+), el contenido fue de 77,8
mg de Cordia lutea; 9,7 mg de Anonna muricata, y 9,7 mg
de Curcuma longa que fueron almacenadas en frascos
ambar bajo refrigeracion (5 °C).

La evaluacion de toxicidad repetitiva durante 90 dias se
realiz6 segun la norma de la Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) Norma 408. Se
utilizé 108 ratas cepa Holtzman (54 machos — 54 hembras)
de aproximadamente 2 meses de edad, con peso corporal
promedio en machos de 200 + 21 gr, y de hembras 155 +
22 g, obtenidas del Instituto Nacional de Salud (INS, Lima —
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Peru) e instaladas, para su aclimatizacion durante 48 h, en
el Bioterio de la Facultad de Medicina Humana— UNMSM, a
una temperatura ambiente (22-26 °C), humedad de 60-70%
con ciclos de luz/oscuridad de 12 h, se les suministré agua
y alimentacién ad libitum. Se agruparon aleatoriamente
en tres grupos (18 machos y 18 hembras cada grupo).
El grupo | recibié6 suero fisioldgico 2 mL/kg (control);
los grupos Il y Il recibieron la asociacion atomizada a la
dosis de 100 mg/kg y 200 mg/kg, respectivamente. Las
sustancias fueron administradas una vez al dia por via oral
durante 90 dias. Cada 30 dias se observo la evolucién del
peso corporal y los posibles signos de toxicidad; cada 30
dias se realizd evaluaciones periddicas de peso corporal y
posibles signos de toxicidad; asimismo, fueron sometidos a
anestesia general (Halatal ® 10 mg/kg) para la extraccion
de sangre por puncion intracardiaca; se realizaron las
pruebas bioquimicas (perfil hepatico, perfil lipidico, urea,
creatinina, glucosa) y hematolégicas (nimero y férmula
de elementos formes), la determinacién del marcador de
estrés oxidativo se realizé en el suero sanguineo mediante
la prueba de la superoéxido dismutasa (SOD) y la proteina C
reactiva (PCR), luego, los animales fueron sacrificados por
sobredosis de pentobarbital via intraperitoneal (100 mg/kg
Halatal®), el método de evaluacion fue doble ciego.

Los datos se expresan en media y desviacion estandar,
las comparaciones multiples fueron realizadas mediante el
analisis de la varianza (ANOVA), se considerd significativo
un p<0,05 a un intervalo de confianza del 95%, los andlisis
se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS 20.

Para el cuidado y uso de animales de experimentacion
se considerd las disposiciones propuestas por el Institute
or Laboratory Animal Research (2010); tépicos para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio, propuesto
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales (CICUA, ILAR), y en respeto a nuestra normativa
vigente de la Ley de proteccion a los animales (Ley 27265).

RESULTADOS

Los resultados muestran caracteristicas dentro del rango
normal, no se evidencian signos clinicos de toxicidad
cronica, mantienen reflejos protectores normales, sin
presencia de trastornos gastrointestinales, el consumo de
alimentos y bebida fue homogéneo en todos los grupos
mostrando un patron estable. En relacién al peso corporal,
se observa incremento en los grupos tratados con ALC en
dosis dependiente, siendo significativo para el grupo que
recibié ALC 200 mg/kg; las ratas macho incrementaron el
peso corporal a partir de los 30 dias (p<0,01) en relacién
al grupo tratado con SSF y mostrando el mismo patrén
a los 60 y 90 dias (p<0,05); del mismo modo, las ratas
hembra evidenciaron incremento de peso corporal a
partir de los 60 dias (p<0,01) manteniendo dicho patron a
los 90 dias (Figura 1).
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Figura 1. Variacién del peso corporal posterior a la administracion subcrénica de la asociacién de Curcuma longa (A4R),
Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) por via oral durante 90 dias en ratas Holtzman

En el analisis hematoldgico a los 30 dias, se evidencia
incremento de leucocitos y reduccién de creatinina
en las ratas macho tratadas con ALC de 100 mg/kg
y 200 mg/kg, respectivamente (p<0,01); del mismo
modo, en las ratas hembra se evidencia incremento

de hemoglobina y hematocrito en el grupo tratado con
ALC 200 mg/kg (p<0,05); asimismo, a los 60 dias se
observa incremento de urea en los grupos tratados con
ALC 200 mg/kg en ratas de ambos géneros (p<0,05),
(Tabla 1).

Tabla 1. Perfil hematolédgico de los animales sometidos a administracion subcrénica de la asociacion de Curcuma
longa (A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) por via oral durante 90 dias en ratas Holtzman

Parametro Dias d'e’ Machos Hembras
evaluacién ALC 100 mg/kg ALC 200 mg/kg ALC 100 mg/kg ALC 200 mg/kg
30 11,9+ 0,4 MA£1,7 127417 10,1+1,4 93+1,1 11,8405
Hb (g/dL) 60 1M0+14 122413 114+09 105+16 119+04 10,8+ 0,6
%) 112408 11,910 116408 116405 122413 118+0,7
30 363+138 340+53 40,3+5,0 31044 316+37 37318
Hcto. (%) 60 33,6+4,5 38,8+ 4,1 33,831 328+47 35,5+ 3,0 32,3+3,0
9 353+82 35,8 +3,2 373%13 356+3,2 375+49 351+3,3
_ 30 45333+6047 6200,0+1504,6° 4533,3+694,7 65666+ 1524,0 5300,0+1949,3 7266,6 + 9563
'(‘g;‘ffnfggﬁ 60  63085+19751 63466+827,6 70850+1662,6 6966,6+1671,7 6906,6+ 18459 73233+ 19825
90  5200,0+10639 6266,6+ 16305 68183+ 11034 57833+ 19549 52998 + 15231 5833,1 £ 20811
30 84.6+7,6 84,6+62 82,0+ 14,0 82,3+145 97,6+ 10,2 84,6+ 6,2
(?#535? 60 87,8+ 12,0 93,6+ 10,8 92147 85,1+ 10,8 96,0 +9,0 80,5 +8,5
) 91,6+ 10,4 86,8+ 13,2 86,8 + 13,2 84,1+ 11,1 86,66 + 13,1 86,1+ 19,5
30 216+65 16,0+ 54 213:36 19,0 £ 4,9 20,3%58 19,049
5337 o) 60 150+ 2,2 19,3 + 6,1 228452 173+44 226+8,1 201+7,8
) 18,0 £7,2 18,0 £4,6 18,0£46 18,6 £7,7 243+2,9 20,5+5,9
- 30 0,8+0,1 0,6+0,1 0,6 +0,0° 06+0,2 0,6+0,2 0,7+0,1
g;e;;'lr_‘;“a 60 0,701 0,701 07+01 05+0,1 0,701 0,701
9 0,5%0,1 06+02 0602 0,5%0,1 06+02 06+02

ALC: AAR+A4F+A4L. Valores expresados en promedio + DS. ANOVA; 2Vs SSF p < 0,05. *Vs SSF p < 0,01
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El perfil hepatico, a los 30 dias, indica incremento de
triglicéridos y reduccion de HDL en los grupos tratados
con ALC 200 mg/kg (p<0,05) asi como los niveles de
fosfatasa alcalina y albumina para los grupos tratados
con ALC 100 mg/kg. A los 60 dias se evidencia
reduccion de triglicéridos y fosfatasa alcalina en el
grupo de ratas hembra tratados con ALC 100 mg/kg
(p<0,05) e incremento de albumina en el grupo de ratas
macho tratadas con ALC 100 mg/kg (p<0,05); a los 90
dias se evidencia reduccion de las transaminasas en
ambos sexos, asi como fosfatasa alcalina en las ratas
hembra, ambos tratados con ALC 100 mg/kg; del mismo
modo, en las ratas macho se evidencia incremento de

albumina y proteinas totales en el grupo que recibio ALC 200
mg/kg (p<0,05) (Tabla 2). Todos los valores hematoldgicos
y bioquimicos modificados durante los 90 dias que durd el
tratamiento estan dentro de los parametros permitidos, por lo
que no se evidencia toxicidad durante la administracion de la
asociacion atomizada (ALC).

Al evaluar el perfil antioxidante, se evidencia efecto
dosis dependiente (Tabla 3); mostrando incremento en
la actividad de la superoxido dismutasa (SOD) desde
la primera evaluacion a los 30 dias y manteniendo el
efecto antioxidante in vivo independientemente del sexo
(p<0,05).

Tabla 2. Perfil hepatico y lipidico de los animales sometidos a administracién subcrénica de la asociacion de Curcuma
longa (A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) por via oral durante 90 dias en ratas Holtzman

St Dias d_e' Machos Hembras
evaluacién ALC 100 mglkg ALC 200 mglkg SFF ALC 100 mglkg ALC 200 mglkg
30 1626+366 1666270  1893+757 1390287  1666+394 1683216
?n‘]’;jlt_e)m' 60 166,0£30,8  1683+260  167,1+267 1840266  1658+356  167,0+34,9
9 17754351 1456182  1886+298  1490%433 15284255 1501 +39,9
30 5764137  460t40  396%22°  546%83 456+74 450+ 4.9
?n?g'-/ " 60 451£6,7 436£53 495+74 480+56  593+111  380+135
9 411557 481+84  492+113 38877  433:123 36,5+ 4,9
30 986+152  1466+156°  1401+97°  1226+109  1323+277  1511+82°
(T;g'/'gf)r idos 60 1363+112  1631+418  1353+557  151,0£249  926+167° 1365263
9 15814482 1296362  1275+90  1503%259  1415%217  137,5£223
30 100+32 180620  176+45 103+25 18618 145+44
(TSV% 60 156+75  286+146  248+99 163142 9325 142163
9 200+9,0 153£66°  265:108  295%87 123300 20374
30 10504141  1136+291 1293+189  1220%108 10114443  1346+80°
Z’j‘l " 60 1393+351  1338+307  1463+513  1555+317 1130+22,9°  1473+314
9 1441+189  103+172  1406+148  1430+138 12534406 1468+ 164
oroteinas 30 60+03 59+0,1 59+04 58+04 6,102 6,2+02°
totales 60 57+04 6105 6,2+0,2° 6102 60+08 57+06
(g/aL) 9 55+06 6205 6,2+0,2° 60+06 59+08 5707
30 3603 410,10 39+0,1 3703 39+07 4204
g;’dul_r;"“a 60 36+03 4103 41020 40+05 3609 34407
9 36+03 4103 41020 40+05 3609 3407
30 0,7£0,1 06+02 08+0,1 0,7£02 0,8+0,1 0,9+0,1
(Bnrg ) 60 0,7£02 0,8+0,1 07402 07402 08402 08+0,1
9 0,8+ 0,1 0,8+0,1 07402 0,7+02 0701 08402
30 03+02 02+0,1 0,3+0,1 0403 0,3+0,1 0502
(Bn|19 ) 60 03+02 04+02 0,3+0,1 04+03 04+02 04+02
9 03+02 04+02 0,3+0,1 03+02 04+02 04+02

ALC: AdR+A4F+A4L. Valores expresados en promedio + DS. ANOVA,; @ Vs SSF p < 0,05.°Vs SSF p < 0,01
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Tabla 3. Perfil antioxidante de los animales sometidos a administracion subcrénica de la asociacién de Curcuma longa
(A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) por via oral durante 90 dias en ratas Holtzman

. Dias de Hembras
Parametro iy
evaluacion ALC 100 mg/kg ALC 200 mg/kg ALC 100 mg/kg ALC 200 mg/kg
30 0,7+0,2 0,8+0,1 0,4 +0,1 0,7+0,0 0,8+0,1 0,7+0.2
PCR 60 0,6+0,1 09+0,1° 0,8+0,1b 0,8+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1
90 0,8+0,1 0,8+0,1 09+0,1 0,8+0,1 0,940,1 0,940,1
30 3750+97,2 1553,0+449,0° 2873046183 2953+323 1362,0+104,6° 2756,0+ 2995
SOD 60 300,8+130,9 1454,0 +287,0° 2209,6+356,3® 321,6+19,1 1128,0+162,3° 2798,0 + 336,4°
90 4986+ 1192 1163,8+2557° 25555+657,6° 503,1+126,8 14733+242,5° 20156 +604,5°

ALC: A4R+A4F+A4L. Valores expresados en promedio + DS. ANOVA; Vs SSF p < 0,05. ° Vs SSF p < 0,01

DISCUSION

La medicina alternativa ha sido utilizada desde tiempos
milenarios para el tratamiento, prevencion y cura de
enfermedades; sin embargo, se desconoce la toxicidad de
algunas preparaciones pudiendo causar dafio 7; el uso
cronico a dosis bajas o terapéuticas incrementa el riesgo
de generar toxicidad ®; muchos farmacos utilizados
para el tratamiento de las neoplasias generan efectos
téxicos irreversibles ('9); asimismo, la asociacion tiene
como finalidad reducir las concentraciones por el uso
individual de cada planta medicinal y también, generar
sinergismo al incrementar los efectos terapéuticos y
reducir la toxicidad e incidencia de efectos adversos @.

La literatura cientifica muestra que en los estudios de
toxicidad crénica se han evidenciado cambios en la
conducta como salivacion, horas de suefio, letargo;
cambios en la apariencia fisica, presencia de lesiones
gue ocasionen dolor o algun otro signo de enfermedad
en los animales de experimentacion evaluados ??, estas
caracteristicas clinicas en ratas no se manifestaron
durante los 90 dias de tratamiento con la asociacién del
extracto atomizado de rizoma de Curcuma longa, flores
de Cordia lutea y hojas de Annona muricata.

Se han realizado estudios de toxicidad del extracto
atomizado de rizoma de Curcuma longa (A4R), flores
de Cordia lutea (A4F) y hojas de Annona muricata
(A4L) administrados por via oral durante 28 dias ©,
encontrando resultados similares a los observados en
el presente estudio durante la primera evaluacién (30
dias); asimismo, se evidencia incremento del peso
corporal alo largo de los 60 dias restantes, demostrando
la seguridad en la administracion del extracto.

La pérdida de peso en animales de experimentacion esta
asociada a la disminucién en la ingesta de alimentos,
estos cambios se pueden atribuir a la toxicidad de los
productos evaluados ?; en el presente estudio se
observa incremento del peso corporal de los animales,
en caso de las ratas macho a partir de los 30 dias, lo
que pudo favorecer el incremento de los triglicéridos, asi

como la reduccién del HDL; sin embargo, estudios previos
de C. longa determinaron efectos antihiperlipidémicos
atribuidos a la curcumina (®, presumimos que la
asociacion de ALC reduce ligeramente la actividad de la
C. longa, pero dentro de los valores normales (Tabla 2).

La valoracion de la toxicidad hepatica se puede evidenciar
por la reducciéon en la produccion de la sintesis proteica,
asi como los niveles de transaminasas ?°; en el presente
estudio se observa que los niveles de transaminasas y
albumina se encuentran dentro de los niveles normales.

Se debe comentar que, el higado es el principal
organo afectado ante la presencia aguda o crénica
de sustancias extrafias en el organismo, que se
exponen directamente luego de la absorcion por via
oral mediante el fenédmeno de primer paso hepatico
o luego por el metabolismo ©; las plantas en
estudio contienen diversos metabolitos, utiles para
el tratamiento de condiciones patoldgicas %422 |os
flavonoides presentes en el extracto acuoso (®, son
reportados como hepatoprotectores ('"); estudios en
animales han demostrado efecto hepatoprotector de
la C. Longa, atribuidos a la curcumina @324, sugieren
que puede ser usados en la prevencion como potencial
antioxidante de varias alteraciones hepaticas generadas
por estrés oxidativo y reduciendo la peroxidacion
lipidica®; ademas, posiblemente en los niveles de dosis
utilizados los componentes quimicos aportados por las
tres plantas medicinales habrian mantenido un equilibrio
importante, de manera tal que no se indujo dafios al higado.

CONCLUSIONES

Se concluye que la administracion del extracto
atomizado del rizoma de Curcuma longa (A4R), flores
de Cordia lutea (A4F) y hojas de Annona muricata (A4L)
no es toxico al ser administrado por un periodo de 90
dias en ratas.
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