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RESUMEN

Fundamento: Rhizophora mangle L. es una planta de gran distribuciéon en Cuba,
de la cual se ha demostrado cientificamente efectos sobre las Ulceras
gastroduodenales mediante diversos mecanismos de accion: citoproteccion,
antisecretor, inhibe la disminuciéon de prostaglandina PGE, y posee efectos
cicatrizantes, sin embargo, no cuenta con estudios de toxicidad.

Objetivos: determinar la toxicidad aguda y subaguda oral del extracto acuoso seco
de las cortezas de R. mangle.

Métodos: se realizo el estudio preclinico mediante la evaluacion del efecto del
extracto acuoso de R. mangle en modelos agudos a dosis Unica (2 000 mg/kg de
masa corporal) y a dosis repetida diaria durante 14 d del extracto en la dosis
terapéutica maxima de 500 mg/kg mc. Se emplearon ratas Sprague Dawley
hembras y machos, divididas en grupo de 5 animales de cada sexo por cada grupo
experimental. Se realizaron observaciones sistematicas y el dia 14 del experimento
se procedio a la eutanasia de los animales.



Resultados: el peso corporal se mostré caracteristico para la especie, no hubo
alteraciones en el peso de los 6rganos y no se manifestaron signos
anatomopatolégicos que evidenciaran efectos toxicos.

Conclusiones: la dosis toxica del extracto acuoso seco de R. mangle es superior a
2 000 mg/kg en estudio de dosis Unica y no es téxico a dosis repetida en la dosis
maxima terapéutica en un periodo de 14 d, por lo que se garantiza un amplio
margen de seguridad.

Palabras clave: Rhizophora mangle, toxicidad aguda oral, toxicidad subaguda
oral.

ABSTRACT

Rationale: Rhizophora mangle L. is a highly distributed plant in Cuba, whose
effects on gastrointestinal ulcers by several mechanisms of action like
cytoprotection, anti-secretion, prostaglandin PGE, depletion inhibition and wound
healing have been scientifically proved. However, no toxicity studies have been so
far conducted

Objectives: To determinate oral acute and sub-acute toxicity of dried aqueous
extract from R. mangle bark.

Methods: The preclinical study of the dried aqueous extract from R. mangle was
performed in acute models at a single dose (2000 mg/Kg of body mass) and at
daily repeated dose for 14 days at maximum therapeutic dose of 500 mg/Kg of
body mass. Male and female Sprague Dawley rats divided into 5-rat groups of each
sex per each experimental group. They were systematically observed until 14" day
after the experiment when they were put away.

Results: Their body weigh was the characteristic one corresponding to the species.
There was no change in the organ weight and no anatomopathological signs with
toxic effects were found.

Conclusions: Toxic dose of the dried aqueous extract from R. mangle is over 2000
mg/Kg according to a study on single dose. It is not toxic either at repeated doses
of maximum therapeutic effect for 14 days; therefore, a wide range of safety is
warranted.

Key words: Rhizophora mangle, oral acute toxicity, oral subacute toxicity.

INTRODUCCION

Rhizophora mangle L. es un arbol de una alta distribuciéon geogréfica en el
archipiélago cubano. En estudios previos se demostré la actividad del extracto seco
de las cortezas de esta planta en el tratamiento de Ulceras gastroduodenales.®*

Sanchez y otros,® demuestran la presencia en el extracto de un alto porcentaje de
estructuras polifendlicas o taninos.

Los taninos estan representados en la naturaleza mediante mezclas muy complejas,
a las cuales se atribuyen no solo efectos farmacolégicos como potentes
antioxidantes, antivirales, anticancerigenos y sobre enfermedades



cardiovasculares.® Sin embargo, también se describe en la literatura la capacidad
de estos compuestos de poseer algunos efectos téxicos y fundamentalmente como
antinutricionales por provocar la excrecion de alto contenido de proteinas dietéticas
y endégenas.”® Por esta razén, se hace necesario una vez comprobados los efectos
farmacoldgicos de esta planta sobre el tratamiento de las Ulceras gastroduodenales,
verificar su seguridad en la administracion a humanos.

El objetivo del presente trabajo consistio en la evaluacion preclinica de la toxicidad
a dosis Unica y dosis repetida por via oral en un estudio de 14 d.

METODOS

El estudio se realiz6 en el Area de Experimentacion Animal del Departamento de
Quimica, Farmacologia y Toxicologia del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA).

Se emplearon ratas Sprague Dawley de los 2 sexos, suministradas por el Centro
Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB), con peso corporal
comprendidos entre 180 y 200 g. Los animales se mantuvieron en adaptacion
durante una semana previa al experimento y sometidos a alimentacion
convencional y agua ad limitum, asi como un ciclo de luz/oscuridad de 12/12,
temperatura ambiente de 25 °C y humedad controlada de 50 a 70 %.

Al comienzo de los experimentos los animales se colocaron en cajas
individualmente y se emplearon 10 animales en cada grupo experimental (5
hembras y 5 machos).

En el estudio de la toxicidad oral aguda se utilizé una dosis Unica limite de 2 000
mg/kg de masa corporal del extracto acuoso liofilizado de las cortezas de R.
mangle, asi como un grupo control negativo al cual se le administré agua destilada.

En el estudio de toxicidad oral subaguda se administré6 mediante intubacién
intragastrica la dosis de 500 mg/kg de masa corporal del extracto liofilizado de R.
mangle durante los 14 d de la experimentacion. En este experimento se empled
también un grupo control negativo que recibié agua por igual via de administracion.

El extracto acuoso de R. mangle se prepar6 con cortezas colectadas en Camagley
en 2007, una muestra de la planta se guardo en el herbario del Jardin Botanico
Nacional (HAJB 6538). Las cortezas se molinaron hasta tamarfo de particula de 40
mesh, se sometieron a una decoccién en reactores de 2 L, de laboratorio en una
proporcion 1:7, durante 30 min, posterior de los cuales se sometio a filtracion y
centrifugacion. El extracto final obtenido se liofilizé y se conservaron en nailon de
polietileno sellados.

En ambos experimentos se sometieron a inspeccion clinica diaria y a la realizacion
de pesaje los dias 1, 7 y 14. El dia 14 los animales fueron sometidos a eutanasia,
se pesaron los érganos higado, rifiones y corazén. Se procedié a la evaluacion
anatomopatolégica, con el estudio macroscopico de los 6rganos higado, corazén y
rifones y se procedi6 al estudio histopatolégico. Todas las muestras fueron
procesadas por la técnica clasica de inclusiéon y cortes en bloques de parafina,
previa fijacion en formol neutro 10 %, se colorearon con hematoxilina y eosina.



Analisis estadistico: se aplico el sistema estadistico SAS, se valoro la distribucion
normal de los parametros peso relativo de los érganos higado, corazén y rifiones,
asi como para la ganancia de peso. Se aplico ANOVA multifactorial y comparacion
de media por la prueba de rango multiple de Duncan.

RESULTADOS

Toxicidad aguda

De manera general, tras la administraciéon de una dosis Unica del extracto acuoso
liofilizado de R. mangle en una dosis limite de 2 000 mg/kg de masa corporal, no se
observaron signos clinicos, solo una rata del sexo macho en el grupo tratado
mostré erizamiento y tristeza en las primeras horas tras la administraciéon en el dia
1. Posteriormente, no se evidencié ninguna anormalidad ni en el grupo control, ni
en el grupo tratado, durante los 14 d del experimento.

No se observaron cambios macroscoépicos que evidenciaran signos de toxicidad, sin
embargo se procedié al muestreo de los 6rganos fundamentales: higado, rifiones y
corazoén para su estudio microscopico. De manera general no se evidenciaron
cambios microscopicos en estos 6rganos, se observd esteatosis focal solo en el caso
de una hembra dentro del grupo tratado, es decir, un punto de acumulacion de
grasa en el higado. Este hallazgo no es representativo dentro del grupo y al
observar el peso relativo del higado no presentaba aumento de peso, ni diferencia
de peso con el resto de los animales en este grupo ni respecto a los controles. Se
observé degeneracion hidréopica en 1 hembra y 2 machos del grupo tratado, asi
como en 2 machos del grupo control, lo que puede estar asociado con la dieta. Por
lo que de manera general apunta a no hallazgos microscépicos que evidencien
toxicidad (tabla).

En cuanto a ganancia de peso en los dias 7 y 14, se observéd una ligera disminucién
del peso en las ratas machos, sin embargo esta disminuciéon no fue significativa al
compararla con el grupo control, igual sexo. El comportamiento de ganancia en las
hembras a los 7 d, se manifesté una disminucién de peso en las controles, por lo
que esto verifica que no es atribuible tratamiento (fig. 1).

Al comparar el peso corporal de los animales en los dias 1, 7 y 14 se verifica lo
planteado anteriormente, se demostré un comportamiento en el incremento del
peso normal y no existieron diferencias entre controles y tratados (fig. 2).

Al analizar el peso relativo de los 6érganos higado, corazén y rifiones no se evidencio
diferencias significativas entre los grupos controles y tratados, tanto considerando
tratamiento como sexo (fig. 3). Por lo tanto queda demostrado que el extracto
acuoso de R. mangle no muestra signos toxicos en un nivel de dosis limite de 2 000
mg/kg de masa corporal.

Toxicidad subaguda

En el ensayo de toxicidad subaguda del extracto acuoso liofilizado de R. mangle, en
un estudio de 14 d con administracion de dosis repetida en un nivel de dosis de 500
mg/kg de masa corporal, maxima dosis terapéutica (14 administraciones), se
observaron los resultados siguientes:



No se evidencié de manera general signos clinicos relevantes en el desarrollo del
experimento, solo una rata macho de las tratadas mostroé ligera tristeza después de
la administraciéon nidmero 7; este mismo animal mostré disnea, erizamiento del pelo
y mucosa morada palida en la administracion nidmero 10, después de lo cual no
evidencié ningun otro signo, sobrevivié al tratamiento y a las nuevas
administraciones hasta el dia del sacrificio.

En cuanto a ganancia de peso, a los 7 d se mostré una ganancia de peso buena en
los 2 sexos en el grupo tratado, en el caso de las hembras resulté superior que en
el grupo control. Sin embargo, no posee relevancia desde el punto de vista
estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado y el
grupo control. En el dia 14 los machos mostraron buena ganancia de peso con
excepcion de un animal que no tuvo ganancia, pero tampoco pérdida de peso. En el
caso de las hembras del grupo tratado, 2 animales presentaron pérdida de peso.
Sin embargo, si se analizan los resultados que se muestran en la figura 4, se puede
observar que no existieron diferencias significativas con respecto al grupo control,
por lo cual este parametro de peso no presenta efectos toxicos en el estudio a dosis
repetida del extracto acuoso de mangle (500 mg/kg de masa corporal) durante 14
d.

En la figura 5 se verifica esta afirmacion, de no afectar el peso corporal,
comprobado por la no existencia de diferencias significativas entre grupos controles
y grupos tratados.

En la figura 6 se puede observar que no existi6 diferencia significativa (p < 0,05)
en cuanto a los pesos relativos de higado, corazén y rifiones, ni por tratamiento ni
considerando tratamiento por sexo, respecto al grupo control.

En el estudio anatomopatolégico no se evidenciaron efectos macroscépicos ni
microscopicos atribuibles al tratamiento. Se observo en el estudio microscoépico,
ligera congestion hepatica en el grupo tratado y en el grupo control, por lo que
puede estar asociado con la dieta. En el caso del higado se encontré en 2 hembras
y en 1 macho del grupo tratado esteatosis focal, en estos casos se comparé de
nuevo con el peso relativo de este 6rgano y de igual manera que en el estudio de
toxicidad aguda, no se evidencié ninguna modificacién del peso respecto al grupo
control, ni respecto al resto de los animales en el grupo tratado. Por lo que de
manera general no se evidencian hallazgos macroscdpicos ni microscopicos que
apunten a un efecto toxico y se recomienda seguir la valoracion estricta de este
o6rgano en estudios posteriores de toxicidad subcrénica (tabla).

DISCUSION

En el campo de la nutricion animal al nivel mundial, los taninos condensados han
sido el grupo de compuestos mejor estudiados en cuanto a su repercusion
fisiolégica y su amplia distribucién;® otros metabolitos inhiben la digestion, al
afectar la actividad catalitica de algunas enzimas,*® y pueden restringir la absorcién
de los alimentos.**

Algunos metabolitos secundarios se han denominado factores antinutricionales
(FANSs), los que pueden causar un efecto negativo en el valor nutricional del
alimento, asi como en la salud animal y humana.



Los resultados en cuanto a la no presentacion de efectos toxicos en los estudios
realizados en el presente trabajo, donde los taninos representan 56 % del extracto
seco, coinciden con los reportes de estudios de toxicidad realizados con polvo de
taninos obtenidos a partir de Pinus caribaea Morelet, quienes no encontraron
efectos toxicos de estos elementos en estudios de toxicidad aguda oral, dérmica.?

Por otro lado, se reporta también el efecto no tdxico por via oral de tabletas de
anamu (Petiveria alliacea L.) inmunoestimulantes, las que poseen como
compuestos principales taninos.*?

Otro ejemplo de especie vegetal con amplio contenido de taninos es el guarana
(Paullinia cupana), que no presenta efectos toxicos en niveles de dosis de 1 000 y 2
000 mg/kg de masa corporal.**

Los taninos son compuestos polifendlicos que desempefian acciones defensivas en
las plantas frente a los insectos. En general tienen accién astringente,
antimicrobiana, antifingica, inhibitoria enzimatica, curtir la piel y como antidoto de
alcaloides y metales pesados. Se plantea que su toxicidad es baja en principio, pero
pueden ocasionar intolerancias gastricas y estrefiimiento. Los taninos hidrolizables
son los que mayor toxicidad encierran. Su mecanismo de accion puede estar
relacionado con su capacidad para inactivar adhesinas microbianas, enzimas,
proteinas transportadoras en la célula, formar complejos con la pared celular, etc.
También pueden ligar las proteinas de la piel y de la mucosa, las cuales
transforman en sustancias insolubles.® Los resultados obtenidos en el presente
trabajo permiten plantear que los polifenoles presentes en las cortezas de R.
mangle no son toxicos por via oral y el valor de DLgg del extracto acuoso seco de
las cortezas de la planta esta por encima de 2 000 mg/kg de masa corporal.
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Tabla. Resumen de camhbios microscopicos en relacion con los arganos v el sexo

| | Grupaos
Organos Lesién C1¢10y | ID(10) |11 (10)
'H M H M | H M
Higado | Esteatosis focal | -1 - 2 1
| Degeneracian turbia | -2 - -
| Degeneracian hidrapica -z 12 -1
| Congestion moderada -1 - - -
Rifidn | Mefrocalcinosis | -1 - 1 -
| Congestidn capilar moderada | - | 1 | - | | - | -
Corazén | Congestian capilar moderada | - |1 | - | - | - | -

Grupo I control negativo; Grupo I grupo de toxicidad aguda, Grupo I grupo de toxicidad
subaguda, H: hembras, M: machos,
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Fig. 1. Ganancia de peso en estudio de toxicidad aguda.
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Fig. 2. Comportamiento del peso corporal en la evaluacion
de toxicidad aguda.
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Fig. 3. Pesos relativos de drganos. Estudio de toxicidad aguda.
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Fig. 4. Ganancia de peso en estudio de toxicidad subaguda.
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Fig.5. Comportamiento del peso corporal en el
estudio de toxicidad subaguda.
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Fig. 6. Peso relativo de érganos. Toxicidad subaguda.
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