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RESUMEN

INTRODUCCION: Azadirachta indica A. Juss., conocida como arbol del Nim, tiene
multiples aplicaciones para la agricultura, la medicina veterinaria y la salud, es una
especie vegetal de importancia relevante por su uso como antimicrobiano,
antiparasitario e inmunoestimulante.

OBJETIVO: detectar signos de toxicidad tras la administracion diaria durante 28 d
de la decoccién de A. indica.

METODOS: se realizé un ensayo de toxicidad a dosis repetidas a una decoccién de
esta planta administrando una dosis de 1 000 mg/kg por via oral a ratas Sprague
Dawley durante 28 d. Se evaluaron los signos clinicos y el peso corporal de los
animales en estudio y se realizaron examenes de hematologia, bioquimica
sanguinea, analisis anatomopatoldgico e histopatoldgico.
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RESULTADOS: la decoccion de la planta no produjo alteraciones significativas en el
peso corporal, ni hubo signos clinicos indicadores de toxicidad. No se observaron
alteraciones en los indicadores hematoldgicos y bioquimicos atribuibles a la
sustancia de ensayo. Los resultados anatomopatoldgicos no mostraron alteraciones
sobre sistemas, érganos y tejidos.

CONCLUSIONES: el estudio no demostré efectos toxicos en el modelo animal
utilizado, que pudieran estar asociados a la administracién repetida de la decoccién
de la planta A. indica en las condiciones empleadas.

Palabras clave: toxicidad, dosis repetidas, Azadirachta indica.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Azadirachta indica A. Juss, known as Neem tree, has various
applications in agriculture, veterinary medicine and health care, thus it is a relevant
vegetable species due to its antimicrobial, antiparasitic and immunostimulating
properties.

OBJECTIVE: to detect any signal of toxicity after daily oral administration of
decoction for 28 days.

METHODS: a repeated dose toxicity assay using a A. indica decoction at a dose of
1000 mg/kg, orally administered to Sprague Dawley rats for 28 days. Clinical signs
and body weight of the study animals were evaluated together with hamatological,
blood chemistry, anatomopathological and histopathological analyses.

RESULTS: this decoction brought about neither significant change in the body
weight nor clinical signs indicating toxicity. There were not altered hematological
and biochemical indicators that may be attributed to the substance under testing.
The anatomopathological results did not show any alteration upon systems, organs
and tissues.

CONCLUSIONS: the study did not reveal toxic effects in the animal model that
might be connected with the repeated oral administration of A. indica decoction
under the study conditions.

Key words: toxicity, repeated dosage, Azadirachta indica.

INTRODUCCION

En los Ultimos anos, la utilizacién y el estudio de las plantas medicinales han
tomado un notable auge. Sin embargo, los conocimientos tradicionales en la
actualidad se estan perdiendo a un ritmo acelerado, y el recurso bioldgico se ve
amenazado ante el avance de la frontera agricola y de las grandes ciudades. En
Cuba, se ha dado un notable impulso al conocimiento de la flora medicinal del
archipiélago, con las evaluaciones farmacoldgicas y toxicoldgicas de especies
nativas y exéticas de amplio uso popular como medicinales.?

La planta Azadirachta indica A. Juss., mas conocida como arbol del Nim, margosa,
Nim, es considerado uno de los arboles mas prometedores del siglo XXI.®> Se
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introduce en Cuba en la primera década del siglo XX y es generalizado en 1990
para su utilizacién en la agricultura como un bioinsecticida natural.*

En Cuba se reportan aplicaciones en la practica médica como acaricida a través de
la crema DerNim-U y multiples usos como antiparasitario,* por lo que en el Centro
de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) a través del Proyecto Territorial 36-06/04
"Evaluacion toxicoldgica de plantas medicinales con accién antimicrobiana
empleadas en la salud comunitaria”, los autores del presente trabajo evaluaron la
toxicidad a dosis repetidas por espacio de 28 d de la decoccidon de la planta A.
indica en ratas Sprague Dawley.

METODOS

El estudio se realizé conforme lo establecido en las guias de buenas practicas y en
la Guia para el cuidado, uso y reproduccién de los animales de experimentacion en
el Centro Nacional para la Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB).
Todo el procedimiento fue concebido como se estipula en el ensayo 407 de las
Directrices de la Organizacién Econdmica para la Cooperacion y Desarrollo
(OCDE),>® asi como lo descrito en el Manual de los Procedimientos Operacionales
de Trabajo.

De A. indica se recolectaron hojas y tallos, las cuales se obtuvieron a través del
proyecto territorial # 36-06/04 "Evaluacién toxicoldgica de plantas medicinales con
accion antimicrobiana empleadas en la salud comunitaria”, esta fue certificada y
avalada en el Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) de Santiago
de Cuba. Se prepard una decoccion de A. indica, su concentracion se determinéd
basada en el contenido de sélidos totales.

Se utilizaron en el estudio 30 ratas Sprague Dawley, 10 ratas por cada grupo de
experimentacién (5 hembras y 5 machos), con un peso promedio de 150 a 200 g;
se mantuvieron en condiciones convencionales, temperatura de 22 + 3 °C,
humedad relativa de 65 % como promedio y un fotoperiodo de 12 hluzy 12 h
oscuridad. El dia antes del inicio del estudio se conformaron los grupos de ensayo:
el grupo control, al cual se le administro el vehiculo, en este caso agua estéril; y los
grupos experimental y satélite a los que se les administrd la sustancia en estudio.
Las ratas se pesaron para sobre este peso, determinar el volumen de la decoccion
de la sustancia de ensayo a administrar. Este peso se realiz6 semanalmente para
que la dosis fuera la misma durante todo el ensayo (1 000 mg/kg), porque en
ensayos anteriores donde se aplicé una dosis de 2 000 mg/kg no se detectaron
efectos téxicos. La dosis del extracto fue administrada de forma directa (sin diluir)
en un volumen de 2 mL/100 g de peso corporal. Al concluir los 28 d de
administracion y observacion, se realizd la necropsia de los animales.

Observaciones clinicas

Se realizaron observaciones clinicas a los animales dos veces al dia
posadministracion, que incluyeron: cambios en la piel, pelos, ojos y membranas
mucosas; también los sistemas respiratorio, circulatorio, autbnomo y nervioso
central, asi como la actividad somatomotora y el comportamiento. Ademas se le
prestd atencion especial a la observacion de temblores, convulsiones, salivaciones,
diarreas, letargo, sueno y coma.
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Peso corporal

Los animales se pesaron al inicio del estudio y los dias 7, 14, 21, 28. Se empled no
solo para calcular los volimenes de la decoccion de Nim a administrar, sino
también para detectar posibles variaciones de peso corporal durante la etapa
experimental.

Parametros hematoldgicos

Una vez transcurridos los 28 d del estudio se determinaron en sangre total las
variables hematoldgicas siguientes: hemoglobina, conteo global y diferencial de
leucocitos.

Parametros de quimica sanguinea

En el plasma se determinaron las variables bioquimicas siguientes: glucosa (Gluc),
colesterol total (Col-T), proteinas totales (PT), triglicéridos (TG) y las enzimas
hepaticas alanin aminotransferasa (ALAT) y aspartato aminotransferasa (ASAT).
Las muestras fueron procesadas en un analizador automatico HITACHI 920,
empleando sueros controles Precinorm U y Precipath U, ambos de la firma
Boehringer Mannheim Gmbh.

Estudio anatomopatoldgico

El examen macroscopico incluyd la superficie externa del cuerpo, todos los orificios
y cavidades (craneal, toracica y abdominal) asi como sus 6rganos: (higado,
rinones, adrenales, testiculos, epididimo, timo, bazo, pulmones y corazén) de todos
los animales.

Para el examen histopatoldgico se tomaron muestras de los 6rganos siguientes:
cerebro, cerebelo, puente de Varolio, médula espinal (regién cervical, toracica y
lumbar), glandula tiroides, paratiroides, timo, eséfago, glandulas salivales,
estdmago, intestino delgado y grueso (incluidas las placas de Peyer), higado,
pancreas, rifiones, adrenales, bazo, corazén, traquea y pulmones, aorta, génadas,
organos sexuales accesorios (glandulas mamarias, prostata), utero, vejiga urinaria,
ganglios linfaticos (uno cerca de la via de administracién y uno distante de esta), el
nervio periférico (ciatico o tibial) preferentemente préximo al musculo, y una
seccion de médula ésea de los animales de todos los grupos. Las muestras se
fijaron en formol 10 % neutro y se procesaron por el método de parafina.

Analisis estadistico

Los calculos se efectuaron con el auxilio del programa SPSS para Windows, version
11,5 en una maquina Pentium IV. Se utilizé la prueba ANOVA de un factor para la
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comparacién de pares de estudio y se utilizd la prueba t para muestras pareadas.
Los valores promedios del peso corporal se compararon por un método no
paramétrico, la prueba de la U de Mann-Whitney.

Para el analisis de los parametros hematoldgicos y bioquimicos: se utilizd un
analisis de varianza (ANOVA) tomando como factores los grupos confeccionados y
los sexos; en las variables en que existieron diferencias, se le aplicé una prueba de
rango multiple de Duncan.’

RESULTADOS

Signos clinicos

El ensayo concluyd con 100 % de supervivencia. En ninguno de los animales
tratados se observaron signos clinicos que pudieran asociarse a efectos téxicos
sistémicos; el comportamiento de los animales fue el normal para la especie.

Comportamiento del peso corporal

En la tabla 1 se indica el aumento en el peso corporal observado en los animales en
estudio, con diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05) entre los dias del
ensayo dentro de cada grupo, asi como entre los diferentes sexos.

Tabla 1. Yariacion del peso corporal {g) en ratas Sprague Dawley en el ensayo
de prueba limite de una decoccion de Azadirachita indica

Tiempa {dias)

Grupo Sexo
1] 7 14 21 28
’ 177,24 £ 195,96 216,48 £ 234,22 £ 248,70 £
12,51 14,88 10,42 10,43 12,46
Cantrol
M 225,84 £ 280,26 £ 314,14 £ 351,84 £ 3Lg,88 £
11,75 10,99 Q9,05 7,31 7,71
H 176,78 £ 198,70 £ 219,96 £ 236,34 £ 241,12 £
) 18,74 18,48 25,20 31,14 41,09
Experimental
. 234,90 + 283,72 £ 327,50 38,32 £ 363,84 £
11,78 13,34 16,22 17,17 14,86
H 183,58 £ 196,26 £ 216,36 £ 229,08 £ 236,54 £
. 7,89 743 12,15 11,25 9,93
Satelite
M 222,14 £ 271,78 £ 314,30 £ 343,44 £ 360,70 £
4,38 6,36 7,67 10,11 10,27

H: hembras, M: machos,

Examenes hematoldgicos
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En la tabla 2 se puede observar el comportamiento de las parametros
hematoldgicos estudiados: hemoglobina y leucocitos totales, asi como las
subpoblaciones leucocitarias: linfocitos y neutrofilos en ratas Sprague Dawley, tras
la administracion oral de una decoccién de la planta A. indica durante 28 d. Al
realizar el analisis estadistico se encontrd que solo existieron diferencias
significativas (p< 0,05) entre los valores de hemoglobina para los diferentes sexos.

Tabla 2. Comportamiento de los parametros hematologicos en ratas Sprague Dawley
en el ensayo de prueba limite de una decoccian de Azadirachta indica

Grupo Sexn Hemoglobina Leucocitos Linfocitos Meutrafilos
(9/L) (x10%/L) (x10%/L) (x10%/L)
contral H 124,66 £ 0,89 | 6,26 £ 0,94 | 4,88 £ 0,76 1,38 £0,29
M | 137,6 + 1,52 | 6,42 £ 0,62 510 +0,40 1,32 + 0,24
Experimental H [123,0+2,17 |8,64 0,55 | 528 £0,32 [1,36 £ 0,25
M | 138,6 2,12 | 6,68 £ 0,59 538 +0,44 1,30 + 0,16
Satélite H 12444270 6,72 £ 0,64 542 0,69 | 1,30 % 0,20
M 137,86 £ 3,03 | 6,/6£0,36 554 0,26 | 1,22 £ 0,13

H: hembras, M: machos.

Examenes de quimica sanguinea

En la tabla 3 se refleja el comportamiento de los parametros bioquimicos. Una vez
realizado el analisis estadistico de estos biomarcadores se pudo observar un
incremento significativo (p< 0,05) de la glucosa en las ratas machos del grupo
experimental con respecto al control, la cual no resulto significativa para el grupo
satélite. En el caso de los grupos de hembras se mantuvo este comportamiento,
pero no fue estadisticamente significativo (p> 0,05).
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Tabla 3. Comportamiento de parametros bioquimicos en ratas Sprage Dawley
en el ensayo de prueba limite de una decoccidn de Azadirachia indica

G c Gluc TG Col-T PT ALAT BSAT
fupo 0 tmmol/y | (mmall) | (mmol/) | (g/L) (UAL) (/L)
H 3,38 = 1,18 = 0,98 £ 66,8 £ 24,50 £ 36,48
0,18 0,33 0,30 2,17 3,53 3,56
Caontral
y 3,48 + 1,62 + 1,1+ 57,4 £ 97,84 + | 37,44 £
0,23 0,15 0,21 3,3 2,72 1,67
’ 3,67 £ 1,16 £ 0,956 + 57,4 t 23,46 + | 38,66 t
_ 0,15 0,26 0,27 2,88 1,08 0,63
Experimental
y 2,78 £ 1,76 1,1+ £9,8 + 27,04 + | 34,32 £
0,18 * 0,15 0,21 1,79 4,50 3,19
’ 3,67 £ 1,30 £ 1,02 £ 57,8 t 25,72 + | 37,28 t
N 0,30 0,27 0,19 2,86 1,92 2,73
Satélite
M 3,68 + 1,74 £ 0,9 69,8 + 28,62 £ 36,22 =
0,13 0,10 020 2,17 4,42 3,33

H: hembras, M: machos, Gluc: glucosa, Col-T: colesterol total, PT: proteinas totales,
TG: triglicéridos, ALAT: alanin aminotransferasa, ASAT: aspartato aminotransferasa,
* Diferencias significativas (p< 0,05) con respecto al grupo cortrol,

En el caso de los triglicéridos no se observaron diferencias significativas (p> 0,05)
entre los grupos de estudio, sin embargo, si se observaron diferencias significativas
(p< 0,05) entre los sexos de cada grupo.

El comportamiento de las enzimas ALAT y ASAT, biomarcadores por excelencia de
hepatopatias causadas por exposicidon a sustancias quimicas, muestra solo
diferencias significativas (p< 0,05) entre las hembras del grupo experimental y los
machos del grupo satélite para la enzima ALAT; asi como entre las hembras y los
machos del grupo experimental para la enzima ASAT.

Estudio anatomopatoldégico

No se produjo la muerte de ningun animal durante el estudio, por ello todos fueron
sacrificados al finalizar la investigacion. Al realizar la necropsia no se encontraron
lesiones macroscépicas ni microscopicas atribuibles a la sustancia de ensayo, que
corroboré la ausencia de alteraciones bioquimicas y hematoldgicas.

DISCUSION

El descubrimiento de un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal es resultado
del estudio cientifico de plantas bien conocidas y empleadas en la medicina
tradicional. No obstante a ello, se debe tener en cuenta que ciertas plantas
medicinales no han mostrado las propiedades que les atribuye la experiencia
popular, e incluso algunas han resultado peligrosas.® De ahi la necesidad de
realizar estudio farmacoldgicos y toxicoldgicos, estos Ultimos son los que cumplen
la finalidad de determinar la seguridad de su uso.

En este trabajo se muestran los resultados de un estudio toxicoldgico realizado a un
producto natural proveniente de la planta A. indica. En Cuba se investiga el
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producto "DerNim-U" (ungliento) preparado a partir del aceite y extracto de las
semillas del arbol A. indica, al cual se le determiné la toxicidad dérmica y
oftdlmica.* Sin embargo no se tiene informacién sobre las propiedades tdxicas de
esta planta por via oral, que constituye una de las vias mas empleadas por la
poblacién, de ahi su importancia.

El peso corporal es un parametro fundamental dentro de un estudio toxicoldgico y
el comportamiento se corresponde con lo reportado en las normas para el uso y
cuidado de los animales de laboratorio,® asi como en estudios de caracterizacién de
pardmetros fisioldgicos en esta especie animal,'! y estudios realizados en
CENPALAB.'#13

Los examenes hematolodgicos y de quimica sanguinea son de gran valor en los
ensayos toxicolégicos a largo plazo, porque son indicativos del alcance y
profundidad de un dafio, ademas los resultados pueden correlacionarse con los
posibles dafos sobre un 6rgano especifico.

Los valores obtenidos en los indicadores hematoldgicos no mostraron alteraciones
importantes, las variaciones encontradas estan dentro del rango normal establecido
por el grupo control y por estudios de caracterizacion de esta especie realizados en
CENPALAB.'%13

Cuando se evalué el comportamiento de los metabolitos glucosa, triglicéridos,
colesterol y proteinas totales debe destacarse que se encontraron dentro del rango
de valores normales reportados para esta especie animal.

Al analizar las diferencias obtenidas tras la evaluacion del comportamiento de las
enzimas ALAT y ASAT, estas carecen de significacién bioldgica, porque las
actividades de ambas enzimas hepaticas se encontraron dentro del rango de
valores normales establecidos a partir de los controles, que coincide con los
reportados para esta especie animal.!®

Por todo lo anterior, se puede concluir que en las condiciones de ensayo
empleadas, la decoccion de la planta no produjo alteraciones significativas en el
peso corporal, ni se observaron signos clinicos indicadores de toxicidad. Las
diferencias observadas en los indicadores hematoldgicos y bioquimicos para los 2
sexos, no son relevantes biolégicamente y no se mostraron alteraciones anatomo-
histopatoldgicas atribuibles al efecto de la sustancia de ensayo sobre sistemas,
organos y tejidos.
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