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Resumen

El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis tiene diversos usos
biomédicos. Recientemente se evalud6 este extracto manifestando grandes
potencialidades como antioxidante en ensayos in vivo. El objetivo de este trabajo fue
determinar la maxima dosis no téxica del extracto administrado por via oral mediante el
ensayo de toxicidad aguda por el método de las clases en ratas Sprague Dawley de
ambos sexos. El extracto administrado en dosis Unica de 2000 mg/kg por via oral no
modificé en peso corporal, consumo de agua y consumo de alimentos. Tampoco se
observaron lesiones anatomopatoldgicas de interés téxico durante el estudio. En funcién
de los resultados obtenidos se concluye que el extracto oleoso evaluado no fue
potencialmente toxico al ser administrado en dosis Unica por via oral en el biomodelo de

ratas SD en ambos sexos.

Palabras claves: toxicidad aguda, método de las clases, Carapa guianensis, extracto

oleoso.
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Abstract

Assessment toxicity of classes test acute of Carapa guianensis Aublet seed
oleaginous extract.

The seed oil extract of Carapa guianensis has various biomedical applications.
Recently this extract was evaluated for expressing great potential as antioxidant on in
vivo assays. The aim of this work was determined the maximum non toxic dose of the
extract administered via oral by means of classes test acute toxicity in Sprague Dawley
rats of both sexes. The extract administered in single dose of 2000 mg/kg via oral did not
modify the corporal weight, and water and food intake. The anatomopathological lesions
of toxic interest did not observed during the study. In function of the obtained results it
concluded that the oleaginous extract evaluated did not toxic potentially when being

administered in single dose via oral in SD rat’s biomodel, in both sexes.

Key words: acute toxicity, classes’ methods, Carapa guianensis, oleaginous extract.
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Introduccion

Carapa guianensis pertenece a la familia Meliaceae, es una planta medicinal muy
popular en varios paises del mundo; en Cuba es conocida como Cedro Macho.

La caracterizacion del aceite de la semilla de Carapa guianensis ha revelado la
presencia de acidos grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico,? estearico y &acido
araquiddnico.® Algunos tetraterpenoides también han sido aislados de la semilla de
Carapa guianensis.?

También se ha observado que los tetraterpenoides obtenido de la semilla de la
Carapa guianensis tienen una significativa actividad antialérgica, dado por la inhibicién
del factor nuclear kB y la supresion de la IL-5 y el CCL11/eotaxina.*

Recientemente se ha descrito el potencial antioxidante, la capacidad como
protector solar e insecticida del extracto oleoso de Carapa guianensis.>® Esta planta
abunda en el Caribe especialmente en Belice, Trinidad y Tobago y Cuba.®8° Los estudios
fitoquimicos de los extractos obtenidos en estas regiones denotan la presencia
mayoritaria de acidos grasos poliinsaturados y de compuestos fendlicos tales como
taninos y limonoides.

Una vez que ha sido demostrado su efecto antioxidante mediante Ia
administracién oral del extracto durante tres semanas en ratas Sprague Dawley de
ambos sexos, co-administradas con una sustancia oxidante donde se demostré su efecto
protector a la formacion de especies reactivas del oxigeno,” se hace necesaria la
evaluacién de su nivel de seguridad, al menos en los ensayos de toxicidad clasica de
primera y segunda barrera.!®

Teniendo en cuenta estos antecedentes el objetivo de esta investigacion fue
determinar la maxima dosis no toxica del extracto administrado por via oral mediante el

ensayo de toxicidad aguda por el método de las clases.!?
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Materiales y Métodos

Grupos experimentales

Se procedi6 a distribuir aleatoriamente los animales en 2 grupos
experimentales/sexo de 3 animales cada uno. Un grupo recibiéo la suspension del
producto en estudio (2000 mg/kg) y el otro, volimenes equivalentes del vehiculo (Tween
65 al 2%).'! La administracion del producto se realiz6 una vez y las determinaciones de
peso, consumo de agua, de alimentos y observaciones clinicas se realizaron
semanalmente mientras que los andlisis anatomopatoldgicos se realizaron al final del
experimento.
Procedencia y condiciones de tenencia de los animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultos jovenes de ambos sexos (6-8
semanas), cuyo peso corporal oscil6 entre 163-246 g al término de la cuarentena,
manteniéndose en condiciones controladas: temperatura (25 + 2° C), humedad relativa
(60 % - 10 %) y ciclos de luz- oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento (pienso
estandar para esta especie suministrado por el CENPALAB), sera ad libitum. Estas
caracteristicas fueron comunes para todos los grupos experimentales evaluados en este
ensayo. Toda la manipulacién de los animales se realizé de acuerdo con los principios
éticos para el uso de los animales de Laboratorio de la Republica de Cuba.
Obtencion del extracto oleoso

Se agregd N-Hexano a razéon de 2 kg de semilla de Carapa guianensis
previamente secado y triturado. Se dejé en reposo por 60 min y luego se filtré al vacio.
El solvente se adiciond hasta que la muestra botdnica del aceite se saturd y luego fue
removido rediciendo presion. El rendimiento del extracto fue del 29 % (v/w). La densidad
aparente del aceite fue calculado (0.81 g/mL) y este resultado fue utilizado para definir el
volumen exacto que cada animal recibié. El aceite fue conservado a -20°C hasta su uso.
Preparacion de las dosificaciones

La preparacion de las soluciones se realizd diariamente 2 h antes de la

administracion en funcién los valores medios de los pesos corporales por grupos de
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experimentacion. El extracto se administré en forma de emulsién aceite/agua usando

como agente tenso activo Tween 65 (2%). Se propone emplear la via oral por ser la que
coincide con la propuesta en la terapéutica y ademas la que se empleara en el resto de
las evaluaciones de toxicologia preclinica.
Determinacién del peso corporal

Los animales ser pesaron al comienzo y fin del periodo de adaptacion registrando
los pesos en aras de seleccionar aquellos que participarian en el estudio. En el momento
de la inoculacién inicial (Fecha de Inicio experimental) se pesaron los animales para
saber peso real de los mismos al comienzo del estudio. Como parte del estudio se realizd
el control del peso corporal al inicio, a la semana vy al finalizar el estudio.!!
Determinacion del consumo de agua

El agua se suministré ad libitum, se realiz6 al comienzo del estudio (T0) y luego 2
veces por semana, se midié el remanente de agua con una probeta de 1000 mL; para
ello, se depositdé 750 mL de agua en el frasco colocado en cada caja de ratas, el volumen
remanente se registro y calculé por diferencia el volumen consumido por el grupo. Se
procedid a calcular el promedio de alimento consumido/semana/animal.
Determinacion del consumo de alimentos

Igualmente se realizd al inicio del estudio (TO) y luego 2 veces/semana, cada vez
gue se realizé una medicion se completd en las tolvas de las cajas 500 g de pienso. Con
la ayuda de una balanza técnica se pesoé el alimento remanente y se calculé el consumo
medio diario por animal, como se describié para el consumo de agua.
Observaciones clinicas y conductuales

Al realizar la administracién de la sustancia de ensayo se observaron los animales
cada 1 h las primeras 4 h, luego cada 4 h hasta las 12 h de la administracion (primer
dia). A partir de las 24 h de la administracion las observaciones se realizaron 2 veces al
dia hasta completar los 14 dias.!! En este estudio se registrd la mortalidad y la presencia
de los siguientes signos clinicos: alopecia, ataxia, nivel de actividad general, catalepsia,
aspecto general, convulsiones, aspecto de la cola, apnea, aspecto de los ojos, disnea,
aspecto de los genitales, edema en las patas, aspecto de las heces, epistaxis, aspecto de
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la orina, piloereccion, caracteristicas de la marcha, lesiones en la piel, nédulos o abcesos,

reflejos, ptosis palpebral, taquipnea, lacrimacion, salivacion, sangrado ocular,
temblores.!!
Necropsia y examenes histopatolégicos

Pasados 14 dias de la Unica administracién, se realizé la autopsia de todos los
animales, para lo cual se anestesiaron con éter y se desangraron hasta morir. Se realizo
el analisis macroscopico de Organos y cavidades y se examino el contenido de las
cavidades abdominal, toracica y craneana. Se tomaron los 6rganos para el analisis

histopatoldgico en aquellos donde se observaron dafio macroscépico.!!

Analisis estadistico

El analisis del peso corporal y el consumo de alimento se realizaron mediante el
método de analisis de varianza (ANOVA). El nivel de significacidon establecido fue de p<
0,05%. Todos los analisis se realizaron empleando el Statsoft for windows. StatSoft, Inc.

(2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.
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Resultados y Discusion

En la figura 1 y 2 se observan los resultados del efecto de la administracion oral
de extracto evaluado en el peso corporal en ratas SD de ambos sexos, no hubo
diferencias significativas entre controles y tratados a los 7 y 14 dias de administrado el
extracto. El peso corporal del grupo tratado con dosis de 2000 mg/kg se comporto muy
similar a los valores histdricos reportados para este biomodelo en Cuba.!? Se destaca que
el extracto no es toxico a nivel sistémico, pues los animales tratados con alta dosis
aumentaban de peso de forma considerable. Resultados similares obtuvo Largarto y col.,
2003; Gamez y col., 20051314 3| evaluar extractos oleosos obtenidos de fuentes naturales
con efecto antioxidante, anestésico, analgésico y antiinflamatorio. Al administrar estos
extractos por via oral en ensayos de toxicidad aguda en ratas de ambos sexos tampoco
se modifico el peso corporal.!314

En la figura 3 y 4 se observan los resultados del consumo de agua en ambos
sexos. La administracion del extracto a 2000 mg/kg tampoco modificd el consumo de
agua, ni hubo diferencias significativas entre los animales tratados con el extracto y los
controles. El consumo de agua fue para el caso de las hembras entre 20 y 30 mL como
promedio y para el caso de los machos el consumo de agua estuvo entre los 35 y 40 mL.
Los resultados del consumo de agua se corresponden con los resultados fisiolégicos
reportados para esta especie teniendo en cuenta el peso y edad.!®

Por otro lado la administracion oral de extracto oleoso tampoco modifico el
consumo de alimento (Figura 5 y 6), en ratas SD de ambos sexos. Las hembras
consumieron como promedio entre 15 y 20 g de alimento mientras que los machos el
consumo fue mayor entre 25 y 30 g diario como promedio. Los machos consumen mucho
mas alimento que las hembras ya el mismo esta directamente correlacionado con el peso
corporal y los machos durante el ensayo y al punto final del experimento presentaron
pesos mayores y mayor ganancia neta de peso que las hembras.'® El consumo de
alimento promedio por animal se encuentra dentro de los rangos reportados para este

especie y coinciden con los reportados por Aleman y col., 1998.'2 La ausencia de
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interacciones entre la dosis utilizada del extracto y el sexo, sugiere una baja toxicidad del

producto probado y similitud entre los mecanismos de desintoxicacion del organismo de
este producto en los machos y las hembras.!3

Durante el ensayo ningun animal experimentd signos y sintomas indicativos de
toxicidad. Ademas no hubo muerte de animales en ningun grupo experimental; ni
durante las primeras 24 horas de la administracién del producto, ni en los 14 dias de
observacion posteriores a ella. Tampoco se observaron lesiones anatomopatoldgicas de
interés téxico durante el estudio. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
estudio de toxicidad aguda del D-004 en ratas SD, extracto oleoso con composicion muy
similar al evaluado.!3

En funcion de los resultados obtenidos se concluye que el extracto oleoso
evaluado no fue potencialmente toxico al ser administrado en dosis Unica por via oral en

el biomodelo de ratas SD en ambos sexos.
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Figura 1. Peso corporal de ratas SD hembras.
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Figura 2. Peso corporal de ratas SD machos.
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Figura 3. Consumo de agua de ratas SD hembras.
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Figura 4. Consumo de agua de ratas SD machos.
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Figura 5. Consumo de alimento de ratas SD hembras.
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Figura 6. Consumo de alimento de ratas SD machos.
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