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La asociacion de las tres plantas ha sido aprobada por la Instituciéon de Salud en Canada, bajo
la forma de extracto liofilizado, la cual ha demostrado poseer efectos terapéuticos. 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
28 dias por via oral en ratas. Materiales y métodos: disefio experimental, se utilizaron 40 ratas
Holtzman (20 machos — 20 hembras); se sigui6 las directrices o normas de la Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) Norma 407; se administré el extracto atomizado
durante 28 dias por via oral, se realizaron las observaciones, registro de signos y evoluciéon semanal
del peso corporal de los animales; al final, se extrajo muestra de sangre para estudio hematoldgico
y bioquimico; posteriormente, fueron sacrificados para estudio anatomopatoldgico de higado, rifién,
corazén, médula, cerebro, pancreas, y bazo; se aplico el ANOVA, considerando el valor p<0,05
para la significancia. Resultados: al administrar la asociacion en forma de extracto atomizado, se
observé una evolucién temporal homogénea del peso corporal. No hubo variacion significativa en
los niveles de glucemia, urea, colesterol, triglicéridos, bilirrubina indirecta, transaminasas (GPT-
GOT), fosfatasa alcalina ni hemoglobina (p>0,05); Conclusiones: los hallazgos demuestran que el
extracto atomizado del rizoma de Curcuma longa (A4R), las flores de Cordia lutea (A4F) y las hojas
de Annona muricata (A4L) no es toxico en ratas, al ser administrado por un periodo de 28 dias.

Palabras clave: Toxicidad aguda; Curcuma longa; Cordia, Annona (Descriptores DeCS)

STUDY OF TOXICITY TO 28 DAYS, OF THE ATOMIZED EXTRACT
OF THE RHIZOME OF Curcuma longa (A4R), Cordia lutea FLOWERS
(A4F) AND LEAVES OF Annona muricata (A41) INA MURINE MODEL

ABSTRACT

The therapeutic use of the combination of Curcuma longa, Cordia lutea and Annona muricata is
approved in Canada, because of this combination has shown therapeutic effects. Objective: To de-
termine the safety of a daily oral administration of the combination of the atomized extract of the rhi-
zome of Curcuma longa (A4R), Cordia lutea flowers (A4F) and leaves of Annona muricata (A4L) in
Holtzman rats during the period of 28 days. Material and methods: An experimental study. A total of
40 Holtzman rats (20 males - 20 females) were used according to the rule 407 of the guideline of the
Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD). The atomized extract was orally
administered for 28 days. Signs and weekly evolution of body weight of the animals were recorded.
In the end, blood samples were obtained to assess the biochemical and hematological parameters.
The animals were sacrificed and kidneys, heart, bone, brain, pancreas and spleen were extracted
and studied. It was applied the ANOVA test, considering p<0,05 value for significant. Results: A
homogeneous temporal evolution of body weight was observed with the administration of atomized
extract of the combination. There was no statistical signification in the levels of glucose, urea, total
cholesterol, triglycerides, indirect bilirubin, transaminases (GPT-GOT), alkaline phosphatase and
hemoglobin (p>0.05). Conclusion: The findings show that the atomized extract from the rhizome
of Curcuma longa (A4R), flowers of Cordia lutea (A4F) and leaves of Annona muricata (A4L) are
innocuous when administered orally for 28 days in Holtzman rats.
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INTRODUCCION

Las plantas son una fuente rica en metabolitos
secundarios Utiles para la preservacion y el cuidado
de la salud ), los extractos obtenidos de sus diversas
partes poseen propiedades medicinales disponibles en
variadas formulaciones farmacéuticas ©@.

La medicina tradicional oriental utiliza con frecuencia la
asociacion de plantas para tratar enfermedades croénicas,
como la hiperlipidemia y la obesidad ©. Idealmente, la
asociacion de diversos principios activos tiene como
finalidad generar sinergismo para incrementar el efecto
terapéutico y reducir los efectos adversos @; sin embargo,
si la asociacion posee caracteristicas farmacocinéticas
similares podria generar toxicidad durante el metabolismo
y la eliminacién; el grado de toxicidad producido depende
de las concentraciones plasmaticas, de la dosis y la
duracion de la terapia ®; las enfermedades cronicas
como diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular y
cancer representan un serio problema de salud (" que
necesita terapias prolongadas, con lo que se incrementa
el riesgo de producir toxicidad ©.

La Curcuma longa, conocida como palillo, pertenece a
la familia Zingiberaceae, y es ampliamente cultivada en
Asia y Africa ™: la curcumina es el principal metabolito,
posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
demostrando eficacia en la prevencion del cancer y en
la supresion del crecimiento de tumores ®; asimismo,
presenta aceites esenciales, fenoles, taninos, flavonoides,
terpenos y alcaloides ©); eficaces en el tratamiento de
las infecciones ('9; ademds, se ha demostrado que
la Curcuma longa ha sido util en el tratamiento de las
hiperlipidemias, incrementando la HDL, y reduciendo
la LDL y los triglicéridos ("; asimismo, se le atribuye
efecto protector hepatico y renal sobre la toxicidad de
metales ), y efectos anticonvulsivantes atribuidos a los
sesquiterpenos presentes (12).

La Cordia lutea, conocida como flor de overo, es
utilizada para tratar trastornos gastrointestinales,
respiratorios y dermatoldgicos ('¥; al igual que la Cordia
verbenacea, posee actividad antitumoral in vitro, pues
reduce la proliferacién y viabilidad induciendo apoptosis,
e incrementando el efecto citotéxico y antitumoral (4;
sus aceites esenciales tienen efectos antiinflamatorios,
por lo que se aconseja en la inflamacion aguda .

La Annona muricata, conocida como guanabana,
pertenece a la familia Annonaceae, se distribuye en
regiones tropicales de América del Sur, América Central,
Africa Occidental y el sureste de Asia ™; en la planta
se han identificado 220 componentes, principalmente
flavonoides, taninos y glicésidos (', acetogeninas y
alcaloides ; algunos estudios indican efectos antipiréticos
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y sedantes, Utiles en el tratamiento de las enfermedades
respiratorias, la malaria, los trastornos gastrointestinales,
las alteraciones al higado, corazén y rifiones (! 2 16. 19,
asimismo, posee actividad antiproliferativa en células
tumorales de cancer de prostata humana (célula PC-3) en
estudios in vitro “”; e inducen la detencion del ciclo G, y
la apoptosis en células de cancer de colon ('®; conservan
efecto quimioprotector en cancer de mama inducido por
DMBA (9, efecto hipoglicemiante para el tratamiento
de la diabetes mellitus, actividad antioxidante in vivo y
protector de células beta del pancreas 9,

La asociacion liofilizada del rizoma de Curcuma longa,
flores de Cordia lutea y hojas de Annona muricata, es
un producto que cuenta con la aprobacion en Canada
para ser comercializado como nutracéutico desde el
afo 2012, asi como en el alivio de los sintomas de
enfermedades hepaticas, favorecer la cicatrizacion y
mantener la salud del higado ©@"; sin embargo, para la
asociacion atomizada no se cuenta con informacion
preclinica sobre su seguridad.

El presente estudio tiene como objetivo determinar la
seguridad de la asociacion del extracto atomizado del
rizoma de Curcuma longa, flores de Cordia lutea, y
hojas de Annona muricata, a una dosis repetida durante
28 dias por via oral, en ratas.

MATERIALES Y METODOS

El rizoma de Curcuma longa, las flores de Cordia lutea,
y las hojas de Annona muricata fueron procesadas
mediante atomizacion; y almacenadas en frascos ambar
bajo refrigeracion (5 °C).

La evaluacion de toxicidad a dosis repetitiva durante
28 dias por via oral se realizd segun las normas
de la Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) Norma 407; se utilizé 40 ratas
de la linea Holtzman de 7 meses, 20 machos y 20
hembras, con un peso promedio de 250+20 g y 175+20
g respectivamente, los cuales fueron adquiridos en
el Instituto Nacional de Salud (INS, Lima—Peru) e
instaladas, para su climatizacion 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 alimentacion ad libitum. Se formaron
cuatro grupos de diez ratas (cinco machos y cinco
hembras) de manera aleatoria: grupo |: SSF 2 mL/kg;
los grupos Il, lll, IV: extracto atomizado del rizoma de
Curcuma longa, flores de Cordia lutea 'y hojas de Annona
muricata a la dosis de 100 mg/kg, 200 mg/kg y 400 mg/
kg respectivamente, las cuales fueron administradas
una vez al dia por via oral durante 28 dias, el método de
evaluacion fue doble ciego.
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Se evalud la evolucién del peso corporal alos 0, 7, 14, 21
y 28 dias; ademas de la modificacion de signos clinicos
que evidencien toxicidad: el reflejo de aprehension fue
determinado por la fuerza empleada para sujetarse a
una superficie reticular; el reflejo de enderezamiento, por
el tiempo en posicién decubito dorsal, los cuales fueron
calificados como ausente, hiporreflexia, reflejos normales
e hiperreflexia. Asimismo, se observd la actividad
espontanea, desordenes gastrointestinales y cantidad
de consumo de alimentos. El dia 28, los animales fueron
sometidos a anestesia general (Halatal® 10 mg/kg)
para la extraccion de sangre por puncién intracardiaca
y realizar estudios hematolégicos y bioquimicos, como
se indica en la Tabla 1; luego, los animales fueron
sacrificados con sobredosis de pentobarbital (Halatal®
100 mg/kg) para el estudio anatomopatoldgico.

La descripcion de variables se expresa en medias y
desviacion estandar; la comparacion estadistica de
grupos, mediante ANOVA de una via seguido de una
prueba post-hoc de Tukey, se considero significativo con
un p<0,05 al intervalo de confianza de 95%. Se utilizo el
programa estadistico SPSS version 17.

Para la realizacion de la presente investigacion se contd
con la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la UNMSM, Acta 0310 (04 de noviembre de
2015). Durante la realizacion del estudio se siguieron las
especificaciones propuestas por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales (CICUA, ILAR), y se
respeto la normativa vigente de la Ley de Proteccion de
Animales (Ley 27265).

RESULTADOS

Los resultados muestran una tendencia al incremento
del peso corporal de las ratas que recibieron la
administracion del extracto atomizado durante 28
dias, observandose un incremento homogéneo en
ambos géneros (Figura 1) con excepcion de las ratas
hembra del grupo Il (100 mg/kg) que redujo el peso
corporal durante la ultima semana; la evaluaciéon de
los signos clinicos no evidencian toxicidad aguda,
mantienen reflejos protectores normales, reflejo de
enderezamiento y actividad espontanea durante los 28
dias; no presentan alteraciones gastrointestinales y el
consumo de alimentos y agua fue homogéneo en todos
los grupos, mostrando un patrén estable (Figura 2).

El andlisis bioquimico y hematoldgico a los 28 dias,
determiné que no hubo variaciéon significativa en los
niveles de glicemia, urea, colesterol, triglicéridos,
bilirrubina indirecta, aminotransferasa de alanina (GPT),
aminotransferasa de aspartato (GOT), fosfatasa alcalina,
hemoglobina, hematocrito, recuento de monocitos y
linfocitos (p>0,05); sin embargo, se observaron cambios
significativos (p<0,05) en el grupo Il de las ratas
hembra (100 mg/kg) pues presentaron disminucion de
los niveles de creatinina; y las ratas macho (200 mg/
kg), presentaron reduccion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL); asimismo, en el grupo Il de ratas macho
(100 mg/kg) se evidencia incremento de bilirrubina total
y directa; del mismo modo se evidencia leucocitosis
para el grupo IV de las ratas macho (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros bioquimicos y hematoldgicos al evaluar la toxicidad aguda de la asociacion de Curcuma longa
(A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) al ser administrado por via oral durante 28 dias en ratas Holtzman

MACHOS HEMBRAS
Parametros SSF2mL/  ALC 100 ALC 200 ALC400 SSF2mL/  ALC 100 ALC 200 ALC 400
kg mg/kg mgl/kg mgl/kg kg mgl/kg mgl/kg mgl/kg

Glucosa (mg/dL) 852+122 878+162 90498 944+77 876177 926+11,7 852+122 958+95
Urea (mg/dL) 212+6,3 202+49 186+55 202+82 190+64 160+45 200+59 212+6,3
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,1 0,6+0,1 0,7+0,2 0,6+0,2 0,7+0,1 05+0,1° 0,7+0,1 0,7+0,1
Colesterol (mg/dL) 1458+ 37,1 193,4+60,5 1558+324 1722+28,7 156,6+219 1688315 1654 +20,1 1746+ 19,2
HDL (mg/dL) 586+10,9 458+121 434+51° 512+105 472+6,9 438+43 438+43 494+117
Triglicéridos (mg/dL) 108,8 £+20,2 136,0+33,1 1414+443 1526+38,3 1386+23,1 166,6+31,6 172,8+44,4 133,0%6,2
Bilirubina Total (mg/dL) ~ 1,01+0,3 2,19+05% 1,14+0,7 13905 184+08 121+04 163+03 1,060,
Bilirubina Directa (mg/dL) 0,77 +0,2 1,63+0,2® 0,79+04 098+03 130+05 089+02 1,09+02 0,75+0,1°
Bilimubina Indirecta (mg/dL) 0,23 + 0,1 056+02 035+03 042+02 054+03 03202 054+01 0,31+0,1
GPT (UIL) 298+9,7 336+74 480+216 278+102 308+125 312+200 30,0+102 288+64
GOT (UIL) 426+116 476+142 618+37,3 424+16,0 432+164 346+89 384+125 402+35
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 89,6+16,7 852+14,3 113,0+422 101,4+13,1 109,8+18,7 117,0+19,2 110,0+440 92,0+221
Hemoglobina (g/dL) 1,9+08 125+08 11,7+0,7 127+08 11,709 127+11 121+£0,7 12218
Hematocrito (%) 350+29 364+46 374+15 380+31 342+19 392+43° 328+48 356+55
Leucocitos (x 10%/pL) 6,8+1,7 75+2,0 8,1+13 9,0+£04° 6,7+2,0 57+12 60+13 66+09
Linfocitos (%) 358+6,3 358+89 3441744 394+111 34479 322+117 412+78 372174
Monocitos (%) 12+1,3 12+1,7 1,0£1,7 0,2+0,4 1,0+£0,7 1,8+1,3 0,608 1416

SSF: Suero Fisiologico. ALC: Annona-Lutea-Curcuma; Media + DE. ANOVA, Test de Tukey Vs Grupo SSF (p<0,01) °Vs Grupo SSF (p<0,05)
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Figura 1. Variacion del peso corporal de las ratas Holtzman que reciben la administracion oral de la asociacién atomizada de
Curcuma Longa (A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) durante 28 dias

Las evaluaciones macroscoépica e histopatoldégica no
evidencian signos de toxicidad; se realizo la valoracion de
las gbnadas, testiculos y ovarios; higado, bazo, corazén,
y cerebro (Figura 3), observandose tejidos normales.

DISCUSION

Desde tiempos antiguos, la medicina botanica representa
una alternativa terapéutica, muchas agencias en el mundo
han emitido regulaciones relacionadas con a la seguridad
de los medicamentos herbarios, con el fin de proteger
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y promover la salud publica ??; estos medicamentos
han demostrado diversos efectos: antiinflamatorios,
antineoplasicos, protectores hepaticos, antioxidantes
in vitro e in vivo, antimicrobianos, sedantes, hipnaticos,
entre otros @; las terapias prolongadas, necesarias para
el tratamiento de las enfermedades crénicas, incrementan
el riesgo de nefrotoxicidad y hepatoxicidad @, ademas,
en algunas enfermedades cronicas, como el tratamiento
de neoplasias, el uso prolongado de farmacos estandares
conlleva a la aparicién de efectos adversos severos, como
pérdida de cabello, anemia, trastornos gastrointestinales,

Reflejo de enderezamiento
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Figura 2. Manifestaciones clinicas de las ratas Holtzman que reciben la administraciéon oral de la asociacion de Curcuma longa
(A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) al ser administrado por via oral durante a los 14 y 28 dias.
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A: Utero normal, B: Testiculo normal, C: Bazo normal, D: Higado normal, E: Cerebro normal, F: Corazén normal (100X)

Figura 3. Manifestaciones histoldgicas en las ratas Holtzman que reciben la administracién oral de la asociacion de Curcuma longa
(A4R), Cordia lutea (A4F) y Annona muricata (A4L) al ser administrado por via oral durante 28 dias

leucemia, resistencia a los quimioterapéuticos ©); la
demanda de estos productos ha llevado a la necesidad de
evaluar no solo la eficacia, sino también los problemas de
seguridad @9,

Se harealizado lainvestigacion con el objetivo determinar
la seguridad de la asociacion del extracto atomizado
del rizoma de Curcuma longa, flores de Cordia lutea, y
hojas de Annona muricata, administrado a ratas por via
oral una vez al dia durante 28 dias. Las observaciones
indican que no hubo cambios significativos en el peso

corporal entre los grupos, ni tampoco cambios clinicos
(Figura 1); la modificacion en la ingesta de alimentos es
considerado como un indicador de toxicidad 2.

También se observa que los niveles de transaminasas
no presentan diferencias significativas; se debe
comentar de que el higado es el érgano mas afectado
ante la presencia aguda o cronica de sustancias
extrafias, que se exponen directamente luego de la
absorcion por via oral mediante el fenémeno de primer
paso hepatico o luego por el metabolismo ??; las plantas

REVISTA PERUANA DE MEDICINA INTEGRATIVA.2016;1(1):31-7.
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en estudio contienen diversos metabolitos, utiles para
el tratamiento de condiciones patolégicas ("7 1011 13-20),
los flavonoides presentes en el extracto acuoso © '©
son reportados como hepatoprotectores . 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 indujo dafos al higado (Figura 3).

Los niveles de creatinina son considerados como
marcadores de alteracién renal, dependen de manera
directa de la masa corporal @2 2%; se evidencia que
las ratas hembra del grupo Il (100 mg/kg) redujeron
los niveles de creatinina, y esto coincide con la
pérdida de peso durante la ultima semana (Tabla 1).
El sistema hematopoyético es muy sensible a las
sustancias téxicas @9; esto indica la seguridad de la
asociacion de A4R, A4F, A4L al no evidenciar cambios
hematolégicos. La evaluacién de cambios patoldgicos,
por macroscopia y microscopia, son indicadores de
toxicidad @7, en el analisis macroscépico de los tejidos
a todas las dosis probadas, no produjo cambios en
los érganos vitales ni reproductivos de los animales
tratados; asimismo, en el histopatolégico, no hubo
signos sugerentes de toxicidad, estos resultados
coinciden con lo encontrado en los parametros
hematolégicos y bioquimicos (Tabla 1, Figura 3).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Los ensayos de toxicidad sugieren realizar estudios
en diferentes especies para predecir con precision
las propiedades farmacocinéticas y toxicolégicas,
con el fin de reducir los fracasos clinicos y el costo
de la investigacion ©®; sin embargo, en el presente
articulo solo se trabajé en un modelo murino debido
a la legislacion vigente que protege y limita el uso de
especies mas grandes.

Se concluye que la administracion del extracto
atomizado de rizoma de Curcuma longa (A4R), flores
de Cordia Ilutea (A4F) y hojas de Annona muricata
(A4L) en ratas durante 28 dias, no presenta toxicidad
aguda y subaguda, asi lo evidencian los parametros
clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos;
demostrando asi la seguridad del extracto atomizado a
las dosis probadas.

Se recomienda continuar estudios segun las normas de
los organismos reguladores, como estudios de toxicidad
cronica, toxicidad reproductiva, genotoxicidad, cambios
endocrinos, entre otros, con el fin de evaluar la seguridad
total para el uso en seres humanos.
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