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Resumen

Se determind la toxicidad aguda oral, dérmicay toxicogenética de un polvo de taninos obtenido a partir de un extracto acuoso de la corteza de Pinus caribaea Morelet secado por
spray dry. En todos |os casos se emplearon ratas Wistar de ambos sexos y peso corporal entre 150 y 200 g. Se empled €l ensayo de dosis limite y aplicacion cutanea de parche
oclusivo durante 24 h, para determinar la toxicidad aguda oral y dérmica, respectivamente. El polvo fue administrado en dosis de 2 000 mg/kg en ambas ocasiones. Después de 14
dias de observacion, los animales fueron sacrificados para realizarles autopsiay examen macroscopico de érganos y tejidos. El estudio toxicogenético se realizé en un modelo in
vitro: e sistema Salmonella/microsoma (Ames) y otro in vivo: €l ensayo de induccion de microntcleos en médula 6sea de raton. En el ensayo de Ames se testaron las cepas TA 100,
TA 98, TA 1535y TA 1537 de Salmonella typhimurium con'y sin activacion metabdlica en el rango de concentraciones de 50, 150, 500, 1 500 y 5 000 pg/placa. En € ensayo de
induccidn de microntcleos se ensayaron dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg de peso corporal. Se comprobd que € polvo de taninos, obtenido a partir de un extracto acuoso de
corteza de Pinus caribaea secado por spray dry, no es toxico por administracion oral y dérmicaen los animalesy es genotéxico in vitro e in vivo. Seria Gtil realizar otros estudios,
con otras condiciones, para precisar la genotoxicidad de esta preparacion.
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L os taninos vegetal es son metabolitos secundarios de las plantas, polifenoles de alto peso molecular que se caracterizan por formar complejos estables con las proteinas. Se
encuentran divididos en 3 grandes grupos: taninos hidrolizables, condensados y complejos.! Los taninos de |a especie Pinus caribaea Morelet, constituyen polifenoles del tipo
tani nos condensados proantocianidinas de origen floroglucindlicos, los cuales se caracterizan por una unién estable a proteinas, ADN y otros biopolimeros a pH 2.2

Se hainformado el estudio de |os taninos como antivirales, fotoproctectores, antioxidantes, cicatrizantes, antimicrobianos e inhibidores de proteasas.34 Otros autores |os consideran
como agentes cancerigenos debido a estudios realizados a trabajadores de un aserradero. La exposicion constante a los residuos de la madera esta asociada con el incremento del

riesgo de adenocarcinoma en la cavidad nasal.>

Algunos autores han sefialado la influencia que gerce laingestion de polifenolesy taninos, obtenidos a partir de fuentes naturales en la disminucion de la concentracion del
colesterol del suero y su fraccién de baja densidad, el aumento de la capacidad antioxidante y en general ante los eventos del organismo que involucran radicales libres, lo que
contribuye a una reduccion del indice aterogénico, una mayor proteccién de las enfermedades crénicas no transmisibles y una mejoriade la calidad de vida.6:7

Teniendo en cuenta las propiedades tOxicas y anticancerigenas reportadas de | os taninos obtenidos de fuentes naturales, el objetivo de este trabajo se centrd en laevaluacion de la
toxicidad aguda por via oral y dérmica de extracto tanico mediante el ensayo de dosis limite y su estudio genotdxico en un modelo in vitro: el ensayo Salmonella/microsoma (Ames)
y otro in vivo: el ensayo de induccién de microntcleos en médula 6sea de ratén.

Métodos

Material vegetal
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Polvo de taninos obtenido a partir de un extracto acuoso de la corteza de Pinus caribaea Morelet secado por spray dryer y proveniente del Instituto Superior de Cienciasy
Tecnologia Nucleares.

Propiedades organolépticas

Color: carmelita.

Olor: caracteristico a madera.
Textura: polvo seco fino.
Sabor: amargo.

Analisis quimico

Cuantificacion de taninos totales: 41,2 %.

Sustancias relacionadas: ninguna.

Producto higroscépico: dependiendo de la conservacién puede hidratarse con facilidad hasta un 12 — 15 % de humedad.

Solubilidad: en agua forma disoluciones coloidales con facilidad, posible formacion de particul as insolubles, nula en solventes apolares, parcia en etanol y acetona.
Contenido de metales (ug/g): Ni <0,5; Zn: 21, Fe: 129; Cu: 8; Cr< 3; Cd< 1,5, Co<0,5.

Ensayo de toxicidad aguda oral

Debido ala posible inocuidad de la sustancia de ensayo se procedi6 aredlizar €l ensayo limite regulado por la OECD en su norma N° 423 (OECD Guideline For Testing Of
Chemical “Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method” N° 423, 1996).

En la determinacion de la toxicidad aguda del extracto tanico se emplearon ratas Wistar, masa corporal entre 150 y 200 g procedentes de la colo-nia del Laboratorio Control
Biologico del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), los cual es fueron mantenidos en una habitacion a temperatura controlada de 20 + 2° C y humedad
de 55-70 %, ciclo luz /oscuridad de 12-12 h. La alimentacion consistio en ratonina en forma de pelotillas (CM 01000) proveniente del Centro parala Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) y agua a voluntad.

Se confeccionaron 2 grupos de 3 animales de ambos sexos. Todos fueron identificados para la dosifica-cion exacta de acuerdo a su peso corporal mediante un sistemade marcaje
con &cido picrico.

La sustancia se administré aunadosis de 2 000 mg/kg paralo cual se pesaron 2,5 g del polvo que se suspendieron en 25 mL de agua destilada. Dieciséis horas antes de la
administracion de la sustancia se le retiré la comida atodos los animales y esta se realiz6 por via oral mediante canulaintragéstrica

Ensayo de toxicidad aguda dérmica
El ensayo se realiz6 segun lo establecido en la normaN° 402 de la OECD (OECD Guideline For Testing Of Chemical “Acute Dermal Toxicity” N° 402, 1987).

Se utilizaron ratas albinas Wistar de ambos sexos, con una masa corpora comprendida entre 200 y 300 g. Para cada grupo de ensayo se seleccionaron 5 animales de cada sexo, los
que fueron mantenidos en jaulas individual es a una temperatura controlada de 20 + 2° C, humedad de 55-70 % y ciclos luz-oscuridad 12-12 h. La alimentacién consistio en ratonina
en forma de pelatillas (CM 01000) proveniente del Centro parala Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y agua a voluntad.

Enlas 24 h previas a estudio, |os animales fueron depilados en el areadorsal del tronco aproximadamente el 10 % de la superficie corporal total (4 x 5 cm). El diadel ensayo la
sustancia fue aplicada uniformemente en el area depilada de los animales. Esta se prepard a 10 % en solucion NaCl 0,9 % y se administro con un factor volumen de 0,02 mL/g, lo
gue se corresponde con una dosis de 2 000 mg/kg. La sustancia fue mantenida en contacto con la piel durante 24 h con la ayuda de un parche oclusivo.
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Registros

Pararegistrar cualquier sintoma téxico, los animales fueron observados, en ambos ensayos, constantemente durante las primeras 24 h y diariamente durante un periodo de 14 dias.
Al finalizar este tiempo se procedio ala eutanasia por narcosis pararealizar el examen macroscopico minucioso de érganosy tejidos.

El peso corporal seregistré a inicio, alos 7 diasy a final del experimento.

Andlisis estadistico

Los datos del peso corporal fueron procesados mediante un andlisis de varianza de una viay una prueba de Duncan posteriormente.
Ensayo de Salmonella/microsoma (Ames)

Se empled una bateria de 4 cepas de Salmonella typhimurium, TA-1535, TA-1537, TA-98 y TA-100, donadas por €l Dr. Bruce N. Ames (Universidad de California en Berkeley,
EUA). Se empled el método de incorporacion en placa con un protocolo de trabajo bien estandarizado.8 Se ensayaron concentraciones de 50, 150, 500, 1500, y 5000 ug/placa de
sdlidos totales, sembrandose 3 placas por concentracion. Se utilizaron diferentes controles positivos en dependencia de la cepay la presencia o no de la activacién metabdlica
exdgena. La misma contenia 10 % de fraccion S9 en solucién de co-factores, obtenida a partir de higado de ratas tratadas con fenobarbital y 5,6 naftoflavona.9.10 Las placas se
incubaron a 37° Cy se contaron las colonias revertantes alas 48 h. Parael andlisis estadistico se aplico el programa SALANAL (Samonella Assay Analisys. Version 1. US
Enviromental Protection Agency).

Ensayo de induccion de microntcleos

Se pesaron 2 000 mg del extracto tanico y se disolvieron en 10 mL de agua destilada estéril para obtener una concentracion de 200 mg/mL de sélidos totales en el momento de la
administracion alos animales.

Se emplearon ratones albinos de lalinea no isogénica Suizo, procedentes del Laboratorio de Control Biol6gico del CIDEM, con un peso promedio de 21,8 + 1,6 gy con 5 semanas
de nacidos. Previo al experimento, los animales se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana en condiciones de temperaturay humedad convencionales. La alimentacion
consistio en ratonina en formade pelatillas y agua sin restriccion. Se establecieron 5 grupos experimentales: control negativo (agua destilada), un control paositivo (mitomicinaC, 2
mg/kg en dosis Unica, 24 h antes del sacrificio) y 3 dosis (500, 1 000 y 2 000 mg/kg).11-13

Cada grupo estuvo representado por 10 animales, 5 de cada sexo. La via de administracion fue oral arazén de 10 mL/kg en dosis separadas por 24 h. El sacrificio delosanimales, €
muestreo, procesamiento y eval uacion de las extensiones de médula dsea se realiz6 de acuerdo ala metodol ogia establecida. 14 El andlisis estadistico se llevo a cabo aplicando la
transformacion v ( X + 1) al porcentaje de eritrocitos policroméaticos micronucleados (% MPCE) y posteriormente se aplicé un ANOV A simple paralos ratones machos y hembras.
Resultados

Ensayo de toxicidad aguda oral

No se observaron sintomas téxicos ala dosis administrada, tampoco se presentd mortalidad en €l periodo de observacién, ni decremento en el peso corporal en ninguno de los grupos

experimentales durante el estudio (figura 1). El andlisis estadistico del peso corporal de los animales registrado al dia7 y 14 con respecto al inicial mostré un aumento significativo
(p<0,05).
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Fig.1. Comportamiento del peso corporal durante € estudio de toxicidad aguda oral.

Ensayo de toxicidad aguda dérmica

Al administrar la sustancia de ensayo no se observé la presencia de sintomas toxicos en los animalesy al retirar € parche no se encontraron alteraciones en la piel. No se present6
mortalidad en €l periodo de observacidny e peso corporal mostré un aumento significativo (p < 0,05) (figura 2).
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Fig.2. Comportamiento del peso corporal durante €l estudio de la toxicidad aguda dérmica.

En ambos ensayos no se encontraron alteraciones patol égicas en los érganos analizados al realizar la autopsia.

Ensayo de Ames

Los resultados se muestran en latabla 1:

Tabla 1. Resultados del ensayo de Ames para las diferentes cepas frente al extracto tanico

Cepa TA 1535 Cepa TA 1537 Cepa TA98 Cepa TA 100
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 + 89
ug/placa Media = SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
0 19,67 £ 3,79 27,67 +4,16 6,33+ 1,53 10,67 + 3,06 26,33 +4,16 32,33+33 165,33 + 13,61 165,33 + 5,03
50 20,67 + 0,58 20,67 +5,03 8,67 £5,69 12,33 +£5,03 34,33+4,51 45,00 + 12,17 189,67 + 13,61 182,67 + 16,01
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+ + + + + + + O
150 25,33 % 5,69 24,33 + 14,74 9,00 + 3,61 10,00 * 3,61 25,00 + 9,54 38,33+ 11,15 148,67 * 38,02 213,33 + 15.28
+ + + + + + + 0
500 22,00 * 4,36 24,33 + 3,79 10,33 + 1,53 14,67 * 6,43 48,33 + 13,65 67,33 + 0,58 194,67 + 5,51 230,00 + 26,46
+ + + 0 (] ] ]
1500 29,00 + 6,24 21,33+ 1,15 21,33+12,:34 33,67 £ 4,04 75,67 + 4,93@ 120,33 + 29,50 213,00 + 14,73 232,33+ 17,50
5000 16,00 = 10,54 17,00 * 4,58 15,67 = 5,51 0 0 0 0 0
33,00 + 10,00 125,00 + 25,00 213,33 + 32,15 242,66 + 19,25 330,33 + 41,43
Control 773,66 + 50,4 867,5 + 2,50 563,33 23,21 554,66 + 41,1 1333,33 + 377,12 2000 = 0,0 1253,33 * 335,19 672 £ 124,1
positivo 1
p-value 0,305 0,489 0,095 0,012 <0,001 <0,001 0,004 <0,001
cepa Cepa TA 1535 Cepa TA 1537 Cepa TA 98 Cepa TA 100

-S9 Azida de sodio: 1,5 pg/p 9 Aminoacridina: 100 pg/p Acido picrol6nico: 100 pg/p Azida de sodio: 1,5 pg/p

+S9 Ciclofosfamida: 500 pg/p 2 Aminoantraceno: 2 pug/p 2 Aminofluoreno: 10 pg/p Benzo a-pireno : 10 pg/p

Ensayo de induccion de micronucleos
L os resultados se muestran en latabla 2:

Tabla 2. Resultados experimentales del ensayo de induccion de microntcleos en médula Gsea de ratdn frente al extracto tanico

Dosis (mg/kg) Sexo? PCE/NCEP MNPCE/2000 PCEC
(media + DS) (media + DS)
Agua destiladad M 3,48+ 1,40 0,35+0,15
F 3,68 £ 1,06 0,26 £ 0,15
500 M 2,74+ 0,89 0,66 +0,11™
F 3,27+1,44 0,55 + 0,08**
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1000 M 4,91 + 2,50 0,41 +£0,15*
F 2,78 +£1,36 1,01 £ 0,51*
2 000 M 10,1 £ 6,04 0,59 = 0,37**
F 2,01+0,78 0,81 = 0,25**
Cpe M 2,03+1,14 1,28 £ 0,19**
F 3,02 + 0,56 1,44 £ 0,49**
FEf M 1,71+0,03 0,14 £ 0,05
F 1,72+ 0,05 0,13 +0,04

a M: machos, H: hembras. **p < 0,01
b. Relacion eritrocitos policrométicod eritrocitos normocromaticos.
c. Eritrocitos policromaticos micronucleados en PCE total .
d. Control negativo. e. Control positivo: Mitomicina C (2 mg/kg).
f. Animales no tratados.
Prueba de Cochran- Armitage:
Machos p = 0,00021
Hembrasp=2,2x 107

Discusion

El extracto de taninos se considerd no toxico atendiendo alos resultados del ensayo de dosis limite realizado por via oral y dérmica, no provocd mortalidad ni signos de toxicidad.
De acuerdo al sistema de |as clases de toxicidad de la Comunidad Europea, €l extracto empleado se enmarcd en el rango de no clasificado por presentar una DL gg mayor que 2 000

mg/kg.1>

Sin embargo en el ensayo de induccién de microntcleos en médula dsea de raton, la relacion PCE/NCE indicadora de toxicidad medular no mostro diferencias significativas
(machos p = 0,04, hembras p = 0,17); €l valor de PCE micronucleados (MNPCE) present6 diferencias significativas respecto a control negativo (machos p = 4,9 x 104, hembrasp =
6,6 x 10-3) y la prueba de tendencias lineales Cochran-Armitage presentd diferencias significativas entre machos (p = 0,00021) y hembras (p = 2,2 x 10°7), por lo que se considerd
positivo el resultado de ese ensayo.

Se consider positivo ademas € ensayo de Salmonella/microsoma ya que existieron diferencias significativas con respecto al control negativo y efecto dosis respuesta para las cepas
TA 98 con activacion metabdlicay sin activacion metabdlica, y parala cepa TA 100 con activacion metabdlica, criterios establecidos por las agencias internacionales para
considerar este ensayo como positivo.

Se puede concluir que €l extracto ténico ensayado se considera no toxico atendiendo alos resultados del ensayo de dosis limite realizado por viaoral y dérmicay es genotoxico
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frente alos ensayos de Salmonella/microsomay de Induccidn de micronticleos en médula dsea de ratdn. Seria Gtil realizar otros estudios, con otras condiciones, para precisar la
genotoxicidad de esta preparacion.

Summary
Toxicity of a tanin extract from Pinus caribea Morelet

Acute oral, dermal and toxicogenetic toxicity of a spray dry-dried tanin powder from an aqueous extract of the wood of Pinus caribaea Morelet was determined. For all cases,
Wistar rats of both sexes weighing 150-200g were used. Limit dose test and application of an occlusive patch on the skin for 24 hours determined the acute oral and dermal
toxicities, respectively. The powder was administered at a dose of 2 000 mg/kg in both occasions. After 14 day-observation, the animals were killed to make autopsy and
macroscopic test of organs and tissues. The toxicogenetic study was carried out in in vitro model called Salmonella/microsome system(Ames) and in vivo model, that is, the
micronucleus induction test in the mouse bone marrow. In Amestest, strains TA 100, TA 98, TA 1535 and TA 1537 of Salmonella typhiumuriun with and without metabolic
activation in the range of 50, 150, 500, 1 500 and 5 000 mg/plate concentrations were analyzed. Doses of 500, 1 000 and 2 000 mg/kg of body weight were tested in the micronuclel
induction test. It was proved that the spray dry-dried tanin powder obtained from an aqueous extract of the wood of Pinus caribaea is not toxic by oral and dermal administrationin
the animals but it is genotoxic in vitro and in vivo. It will be advisable to perform other studies under different conditions so as to exactly determine the genotoxicity of this extract.

Key words: Pinus caribaea Morelet, vegetable tanins, acute oral toxicity, acute dermal toxicity, rats, Salmonella/microsome system, micronuclei, genotoxicity.
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