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Resumen

Pocas han sido las evidencias experimentales que muestran los efectos toxicos de Melissa
officinalis o toronjil en comparacién con la cantidad de reportes referidos a sus efectos
beneficiosos. En el presente trabajo se hizo uso del modelo experimental de larvas de
pez cebra Danio rerio, con la finalidad de caracterizar las sefales téxicas vinculadas con
una infusién de hoja frescas de toronjil. Poblaciones larvarias de 5 dias post-fertilizacion
fueron seleccionadas al azar y tratadas de forma aguda con distintas concentraciones de
una infusion de toronjil, en un rango entre 0 y 20 mg/ml, obtenidas a partir de una
solucién stock de 40 mg/ml, preparada con 8 gr de hojas frescas colocadas en 200 ml de
agua hervida durante 10 min. Luego de una hora de tratamiento la observacién directa
bajo el microscopio estereoscopico permitio registrar la mortalidad larvaria con la cual se
estimo la CLso y los cambios morfo-funcionales a nivel del vitelo, del sistema cardiaco y
de la anatomia en general. Se obtuvo un valor de ClLso del2,35+4,97 mg/ml y se
registré, en un 10% de la poblacion larvaria tratada, el oscurecimiento del vitelo, asi
como en un 20% de la misma, la reducciéon de la frecuencia cardiaca, en un 30% la
curvatura troncal, en un 15%la coagulaciéon y en un 25% la presencia de necrosis. Las
larvas con curvatura troncal fueron procesadas a nivel histolégico, evidenciando un
desarreglo en la histoarquitectura muscular. Los resultados expuestos en la presente
investigacion permitieron demostrar una serie de sefales toxicas vinculadas con la
infusion de toronjil, hasta los momentos poco exploradas, asi como demostrar que su
caracteristica de producto natural no lo excluye de ser un posible promotor de severas
sefales de toxicidad dependiendo de su concentracion. Estos hallazgos permiten a su
vezincentivar futuras investigaciones en la busqueda de los posibles mecanismos de

accioén téxica de este importante agente natural.
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Abstract

Toxic signals induced by a fresh leaves infusion of Melissa

officinalis in larval model of Zebrafish Danio rerio

Few have been experimental evidence showing toxic effects of Melissa officinalis or lemon
balm, compared with the number of reports relating to its beneficial effects. In this
paper, we use the experimental model larval ofZebrafish Danio rerio to characterize the
toxic signals associated with an infusion of lemon balm freshleaf. Larval populations of
5day post fertilization were selected at random and subjected acutely atdifferent
concentrations of an infusion of lemon balm in a range between 0 and 20 mg/ml obtained
from a stock solution of 40 mg/ml prepared with 8 g of fresh leaf placed in 200 ml of
boiling water for 10 min. Afteral hour of treatmentthey weremonitored by direct
observationin the stereomicroscope, it allowed larval mortality register with which
estimate the LCso and the morph-functional changes at the level of the yolk, the cardiac
system and general anatomy. The results allow to show an LCso = 12.35+4.97 mg/ml
and the presence of toxicity characterized as a 10% of treated larvae population
darkening of the yolk and 20% of it, reduction in heart rate, 30% backbone curvature,
15% coagulationand by 25% the presence of necrosis. The backbone curvature larvae
wereprocessed histologically, showing a disorder in muscle histoarchitecture. The results
presented in this research allowed showing a series of toxic signs associated with the
infusion of lemon balm, until now unexplored and highlight its characteristic natural
product does not exclude to promote severe signs of toxicity depending on its
concentration. These findings allow in turn stimulate further research for study of

possible mechanisms of toxic action of this important natural agent.

Keywords: Melissa officinalis, lemon balm, toxicity, histoarchitecturemuscle.
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Introduccion

Melissa officinalis, (M. officinalis), conocida como balsamo de limén o toronjil, es una
hierba medicinal perteneciente a lafamilia Lamiaceae, originaria de la regién del
Mediterraneo Oriental y del Asia Occidental.'Desde la antigliedad, esta hierba ha sido
utilizada por su efecto antiespasmodico, sedante hipnoético, nutricional, anti-flatulento y
antioxidante.?Muchas de estas propiedades han sido atribuidas a la presencia de
compuestos del tipo quercetina, acido galico, flavonoides, aldehidos y taninos, entre
otros.3ComuUnmente es consumida como un extracto preparado a partir de hojas frescas
de la planta, “para aliviar el estrés, mejorar la memoria y tratar el dolor e infecciones
virales.> ®Trabajos recientes han demostrado la eficiencia de M. officinalis en el
tratamiento para el Alzheimer.” Al respecto cabe destacar que en experimentos in vitro,
realizados sobre lineas celulares de feocromocitoma de rata, el toronjil ha demostrado
mejorar la viabilidad de estas células contra la toxicidad de los péptidos aB, proteinas
encontradas en personas que padecen la enfermedad de Alzheimer.®Paralelo a estas
investigaciones sobre los efectos beneficiosos, también han sido estudiados los efectos
toxicos a altas concentraciones, encontrdndose que la infusién de toronjil induce
somnolencia, bradicardiae hipotension.®’En tal sentido, estudios en ratas tratadas con el
extracto acuoso de M. officinalis, han revelado una significativa alteracion del
electrocardiograma, sugiriendo un compromiso del sistema cardiaco inducido por el
toronjil.'%Por otra parte, ha sido reportado la dermatitis de contacto, cuando el toronjil es
aplicado en formatodpica.!'Tomando en consideracion, que hasta donde conocemos es
poca la informacién referida a los posibles mecanismos asociados con la toxicidad de M.
officinalis, en el presente trabajo se hizo uso del modelo experimental de larvas de pez
cebra Danio rerio, con la finalidad de caracterizar los efectos tdxicos vinculados con una

infusion de hoja frescas de M. officinalis.

Materiales y Métodos

El trabajo consistié en una investigacion de tipo exploratoria y experimental empleando
larvas de pez cebra Danio rerio de 5 dias post fertilizaciéon (dpf), las cuales fueron
sometidas a la acciéon de distintas concentraciones de una infusidon de hojas frescas de
toronjil.

Infusion de Melissa officinalis

La infusién de M. officinalis, fue obtenida a partir de hojas frescas seleccionadas de una
planta de toronjil cultivada en los jardines internos del Instituto Anatémico “José

Izquierdo” (IAJI), de la Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela
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(UCV) (Fig.1). La preparacion se realizd a partir de 8 gr de hojas frescas, las cuales

fueron lavadas y colocadas en 200 ml de agua hervida durante 10 min. Se obtuvo una
solucién madre de 40 mg/ml, caracterizada por una coloracién verde-oscuro, la cual fue
envasada en frascos de vidrio debidamente rotulados y conservadas a 4°C. A partir de
esta, se realizaron sucesivas diluciones con agua de pecera filtrada, en un rango de
concentracion creciente de 0,2,4,6,8,10, 12, 14,16,18 y 20 mg/ml.

Larvas de Danio rerio de 5dpf.

La poblacion larvaria utilizada fue cultivada en el Laboratorio de Microscopia Electronica
del IAJI-UCV. Dicha poblacion fue obtenida a partir peces cebra adultos, de cepa silvestre
(wt), sobre los cuales se indujo el rito de apareamiento y desove, estimulado a través de
un ciclo de 10horasde luz y 14horas de oscuridad. Los huevos fertilizados fueron
seleccionados y mantenidos a temperatura ambiente en capsulas de Petri con agua de
pecera filtrada, hasta alcanzar el estadio larvario de 5 dias post fertilizaciéon (dpf).Las
larvas, fueron clasificadas de acuerdo a su estadio de desarrollo'?y manipuladas de
acuerdo a los procedimientos de exposiciéon quimica en pez cebra.!3

Bioensayo de toxicidad.

Grupos de 10 larvas de pez cebra Danio rerio de 5 dpf, fueron seleccionadas al azar y
expuestas, de forma aguda, a 2ml de cada una de las distintas concentraciones. Las
mismas, fueron ensayadas por triplicado en capsulas de 24 pozos. En la investigacién,
fue evaluada la relacion concentracién-respuesta asi como las senales toxicas. Para ello,
una vez transcurrida la hora (1h) de tratamiento, se realizé el conteo del nimero de
larvas muertas en cada concentracién ensayada mediante observacién directa al
microscopio estereoscopico Nikon SM800. Los datos de mortalidad (%M) registrados,
fueron sometidos al analisis Probit haciendo uso del programa IBM SPSS Statistis 23.0,
con el cual se obtuvo el valor de la concentracion letal cincuenta (ClLso) para la infusion.
Paralelamente, se realizaron observaciones de los cambios morfolégicos presentados en
los distintos individuos de cada poblacién, comparando los grupos controles y tratados.
Respuestas como cambios en la porcidn vitelina, postura corporal, actividad cardiaca,
coagulacién sanguinea y necrosis, fueron seleccionadas como criterios para definir las
sefiales toxicas, caracterizadas por; oscurecimiento del vitelo (OV), reduccién de la
frecuencia cardiaca (RFc), curvaturatroncal (Ct),coagulacion (C)y necrosis (N). La
poblacidn larvaria con el mayor porcentaje de respuesta toxica, fue seleccionada para ser
analizada a nivel histoldgico. Para ello, las larvas fueron fijadas en una solucién de
Karnovskya 4°C, deshidratadas, incluidas en parafina, cortadas en secciones
longitudinales de 0,4um en un micréotomo de rotacidén Leitz 1512 vy tefiidas con
Hematoxilina-Eosina. Las preparaciones histoldégicas fueron observadas bajo un
microscopio Olympus-IX71, acoplado a una cdmara digitalOlympus-DP71,con la cual se

realizaron los registros fotograficos a ser analizados.
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Resultados

La relacion concentracion-respuesta quedd representada como una curva de
comportamiento sigmoideo que expreso la relacién entre el porcentaje de mortalidad
(%M) vy las distintas concentraciones ensayadas (Fig.2).La representacion grafica
permitié describir la mortalidad como un efecto dependiente de la concentracidon, es
decir, a mayor concentracidon de la infusidon de toronjil mayor fue la mortalidad en la
poblacién larvaria tratada. La CLso estimada resulté ser de 12,35 mg/ml, con un rango de
desviacion estandar de 4,97 en un 90% de confiabilidad, lo que se tradujo en un valor de
ClLso=12,35+4,97 mg/ml. La transformacion lineal de la curva concentracién-respuesta,
permitié observar una alta correlacion entre las variables evaluadas, lo que se evidencio
a través de un valor de R?=0,823.La observacion y el anadlisis de los cambios
morfoldgicos sobre la poblacion larvaria total, tratada con la CLso, permitié cuantificar en
un 10% de esta, el oscurecimiento del vitelo (OV), asi como en un 20% de la misma la
reduccion de la frecuencia cardiaca (RFc), en un 30% la curvatura troncal (CT), en un
15% la coagulacién (C) y en un 25% la presencia de necrosis (N)(Fig.3). Al comparar, a
nivel histoldgico, las larvas controles (Fig. 4a) con las larvas con mayor respuesta toxica,
como fue la curvatura troncal (Fig.4b), fue posible observar una alteracion en la
histoarquitectura de la musculatura esquelética, evidenciada a través de |la

desorganizacion en las fibras musculares (Fig.4a’y 4b").
Discusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacién permitieron demostrar sefiales
toxicas vinculadas con la accion de una infusion de hojas frescas de M. officinalis sobre
larvas de pez cebra Danio rerio, destacandose aquellas caracterizadas por su efectos
cardiotéxico y miotdxico, hasta el momento poco exploradas. Las mismas, pusieron en
evidencia que su caracteristica de producto natural no lo excluye de promover severas
sefales de toxicidad, dependiendo de su concentraciéon. En cuanto a las sefiales de
cardiotoxicidad registradas, cabe destacar que la accidon del toronjil ha sido relacionada
con un enlentecimiento del flujo sanguineo, una disminucidon de la frecuencia cardiaca,
una deficiencia en la oxigenacién, un estado de hipoxia sostenida y necrosis celular,4 1>
16 asi como con un aumento en la biodisponibilidad del neurotransmisor GABA o acido
gamma-amino-butirico, a través de un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima
GABA transaminasa (GABA-T), conjuntamente con la accién sobre el receptor GABAa. 17

18,19, 20 nivel cardiovascular, el GABA ejerce un efecto regulador, ya sea disminuyendo o
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aumentando el flujo sanguineo y/o la frecuencia cardiaca. ?'De acuerdo a ello, cabria

pensar que un posible mecanismo de accién cardiotoxica, como lo sugiere la disminucién
de frecuencia cardiaca reportada en nuestro modelo experimental, pudiera estar
vinculada con la modulacién del sistema GABA-érgico por parte del toronjil.
Experimentaciones posteriores podran estar dirigidas a confirmar tal propuesta. Respecto
a la miotoxicidad, cabe destacar que cambios inducidos sobre la actividad de las enzimas
involucradas en el metabolismo energético muscular, conducen a una modificacion de las
proteinas contractiles del complejo actina-miosina y por tanto a la desorganizacién de las
fibras musculares. 2223Numerosos agentes xenobioticos de accion miotdxica elevan la
produccion de radicales libres, generando una inestabilidad idénica en la membrana celular
que conduce a un desarreglo de la histoarquitectura muscular. Asi mismo, un
desequilibrio hormonal, particularmente, la desregulacion de la actividad de la hormona
tiroidea, se ha vinculado con alteraciones de la histoarquitectura del musculo
esquelético.?* 2°Al respecto cabe destacar que la accion de M. officinalis sobre la
funcionalidad de la hormona tiroidea, ha sido demostrada por otros autores. 26 De
acuerdo a ello, cabria pensar que un posible mecanismo de accidon miotdxica, como lo
sugiere la presencia de sefiales de distrofia en la histoarquitectura muscular observada
en nuestros resultados, estaria bajo la regulacion del estado metabdlico controlado a
nivel hormonal por la accion tiroidea. De igual manera, experimentaciones posteriores
podran estar dirigidas a confirmar tal propuesta. Si algunos de estos eventos antes
descritos han sido activados como consecuencia de una alteracion GABA-érgicao por un
estado energético desbalanceado producto de una desregulacién hormonal, ambos
promovidos por el toronjil, no fueron corroborados en la presente investigacion. Sin
embargo, la reduccién de la frecuencia cardiaca, la presencia de sefiales de coagulacion
sanguinea asi como la necrosis y la curvatura troncal con desarreglo en la arquitectura
muscular en la poblacién larvaria tratada, lo estarian sugiriendo. En resumen, todos
estos hallazgo reportados en presente investigacién, que definen un compromiso y
alteracion morfo-funcional en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio sometidos a
infusiones de toronjil, representan un aporte significativo para incentivar futuras
investigaciones en la busqueda de posibles mecanismos de accién téxica de este agente

natural.
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Fig. 1. Hojas frescas de M. officinalis o toronjil

Bioensayo de toxicidad para la infusion de M. officinalis
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Fig. 2. Bioensayo de toxicidad empleando una infusion de hojas frescas de M. officinalis sobre larvas de
pez cebra Danio rerio de 5 dpf (30 larvas/concentracion) a 1 hora de exposicion. Curva sigmoidea de la
relacion concentracion—respuesta (a) y su transformacion lineal por analisis Probit (b). Se destaca un
valor de CL5,= 12,35 £+ 4,97 mg/ml y un valor de R? = 0,823, obtenido a través del pprograma estadistico
IBM SPSS 23.0. Abreviaturas: dias post-fecundacion (dpf ), concentracion letal cincuenta (CLs, ),
coeficiente de relacion (R?).
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Efectos toxicos de la CLs, de la infusion de hojas frescas de
M. officinalis

30%

Numero de larvas afectadas (%)
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ov RFc CT C

Fig. 3. Efecto toxicos de la CL5, de la infusion de hojas frescas de M. officinalis sobre larvas de pez
cebra Danio rerio de 5 dpf luego de 1 hora de exposicion. Se destacan: oscurecimiento del vitelo
(OV), reduccion de la frecuencia cardiaca (RFc), curvatura troncal (Ct), coagulacion (C) y necrosis
(N), siendo la Ct la de mayor incidencia.

Histoarquitectura de larvas de pez cebra Danio rerio tratadas con la CL 5, de M. officinalis

Control

Fig. 4. Cortes longitudinales de larvas (Sdpf) controles y tratadas con la CLs, de M. officinalis. Se destaca
(recuadro), al comparar con el control (a,a), un desarreglo en la arquitectura del cuerpo muscular de las larvas
expuestas a la infusion de toronjil (b.b"), evidenciado por la perdida en la histoarquitectura de las miofibrillas
(flechas). Coloracion H&E. Observacion con objetivos de 10X y 20X.
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