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RESUMEN

Las plantas poseen potencial curativo de ciertas dolencias
y enfermedades, sin embargo, ellas también podrian
ocasionar toxicidad y en casos extremos hasta la muerte. El
presente trabajo tiene como objetivo evaluar la toxicidad In
Vitro e In Vivo del extracto etandlico de las hojas de
Calotropis gigantea (L.) W.T.Aiton (extEtOHCg). Dicha
actividad se evalud en células de rifidn de mono Rhesus
(MA-104 ATCC N° CRL-2378) tratadas con diferentes
concentraciones del extracto (desde 5 a 500 pug/mL), usando
el método colorimétrico de microtitulacion para el
crecimiento celular In Vitro. Ademas, se evalu6 la toxicidad
aguda oral, In Vivo, en ratas macho Bio:Wistar con la
administracién intragastrica a las dosis de 500, 2000 y 5000
mg/kg del ext EtOHCg aplicando el protocolo de Toxicidad
Aguda (anexo 2d) de la OCDE N° 423. A los animales se les
determinaron los signos toxicos evidentes iniciales, tales
como: mortalidad, efecto sobre el peso corporal y dafio
hepatico mediante la determinacion de enzimas séricas, la
observacién macroscopica y analisis histopatologico del
tejido de higado. Los resultados revelaron que la
citotoxicidad fue menor al 20% de muerte celular, nivel
considerado no citotdoxico aun en la dosis méaxima
administrada. Ninguna de las dosis ensayadas provocé
mortalidad en los animales, no se observé cambios
significativos en el comportamiento, el peso corporal y dafio
hepatico evidente en ratas albinas macho Bio:Wistar tratados

con dosis Unica hasta el nivel de 5000 mg/kg de peso
corporal. Por lo tanto, se puede considerar que fue bien
tolerado y no fue téxico en las condiciones evaluadas.
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ABSTRACT

Plants possess the potential to heal certain ailments and
diseases, however, they may also cause toxicity and in
extreme situations even death. The aim of this work is to
evaluate the In Vitro and In Vivo toxicity of ethanolic extract
of Calotropis gigantea (L.) W. T. Aiton leaves (extEtOHCg).
This activity was evaluated in rhesus monkey kidney cells
(MA-104 ATCC No. CRL-2378) treated with different
concentrations of the extract (from 5 to 500 ug/mL) using the
colorimetric microtiter method for cell growth In Vitro.
Furthermore, the acute oral toxicity was evaluated, In Vivo,
in male Bio:Wistar rats with the intragastric administration at
dose levels of 500, 2000 and 5000 mg/kg of extEtOHCg
applying the Acute Toxicity protocol (annexed 2d) of OECD
No. 423. Initial evident toxic signs were evaluated in
experimental animals, such as: mortality, the effect on body
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weight and liver damage by determining serum enzymes,
macroscopic observation and histopathological analysis of
the liver tissue. Results revealed that cytotoxicity was lower
than 20% of cell death, level considered as non-cytotoxic
even at the highest doses administrated. Likewise, none of
the doses tested caused mortality in the experimental
animals.
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Cytotoxicity,  Bio:Wistar  rats, acute toxicity,
hepatotoxicity, Calotropis gigantea, ethanolic extract.

INTRODUCCION

Remedios a base de hierbas y plantas medicinales
representan la sabiduria y el conocimiento acumulados por
los pueblos originarios, los cuales han sido utilizados
popularmente para el autocuidado de la salud, prevencion y
tratamiento de enfermedades [1, 2]. Aunque el estudio de la
quimica de los productos herbarios ha dado origen al
desarrollo de farmacos modernos, uno de los problemas
actuales mas frecuentes asociados a las plantas de interés
medicinal es el uso de modo indiscriminado, la ausencia de
evidencias farmacolégicas, toxicolégicas y clinicas que
avalen su eficacia e inocuidad, asi como los factores bidticos
y abidticos que pueden afectar la concentracion de los
metabolitos secundarios bioactivos [3]. Durante la pandemia
(COVID-19) en Pakistan, asi como a nivel mundial la
mayoria de pacientes prefirieron utilizar remedios a base de
hierbas medicinales, plantas enteras o parte de ellas, para
tratar sus afectaciones por el coronavirus, mostrando gran
confianza en la medicina herbal [4].

Ademas, la informacion no validada cientificamente
circulante por las redes sociales, contribuye al uso
indiscriminado de plantas a las que se les atribuyen
propiedades medicinales [5]. Hay que considerar que, asi
como las plantas tienen el potencial curativo de ciertas
dolencias y enfermedades, también poseen la capacidad de
producir dafio, toxicidad y muerte, debido a las diferentes
concentraciones y variedad de metabolitos quimicos
presentes en el material vegetal. Algunas plantas medicinales
son intrinsecamente toxicas, otras también pueden provocar
reacciones adversas si se utilizan de forma inadecuada [6-8].
En relacién a lo anterior, la Organizacion Mundial de la
Salud [2] en la primera cumbre mundial llevada a cabo en
agosto de 2023, sobre medicina tradicional, promovid la
integracion en los sistemas de salud a las intervenciones que
con evidencias cientificas demuestren ser eficaces y seguras.

Dentro de las especies herbolarias que han sido utilizadas
por la medicina tradicional se encuentra la familia

Apocynaceae (antiguamente denominada, Asclepiadaceae).
Esta familia se compone de alrededor de seis especies de
arbustos distribuidos en la zona tropical y subtropical (Figura
1). Dos de ellos, Calotropis gigantea y Calotropis procera,
han sido localizados en Venezuela y en diferentes paises de
América [9]. En Venezuela, C. gigantea crece de manera
xerdfila y silvestre en climas &ridos y semiaridos de los
estados Apure, Distrito Capital, Cojedes, Falcon, Guarico y
Meérida [10, 11]. C. gigantea comUnmente conocido como
algoddn de seda, es un arbusto grande que crece alrededor de
4 m de altura con tallos lechosos. Posee racimos de flores
cerosas compuestas cada una de 5 pétalos opuestos, sus
colores pueden ser blanco o lavanda, y sus hojas son de 10
cm de largo y 8 cm de ancho [12].

Fig. 1. Distribucion geografica de Calotropis gigantea (Fuente:
https://www.gbif.org/es/species/8159169 Consultado el 19/06/2023)

C. gigantea tiene varios usos en la medicina tradicional.
Las hojas, las flores y el latex han sido utilizadas en el
tratamiento de paralisis, fiebre, inflamacion, como purgante
y emético; las raices han sido empleadas en el tratamiento de
infecciones cutaneas, ulceracion, parasitos intestinales y tos
[13, 14]. Por otro lado, estudios han mostrado el potencial
como fuente de productos fitoquimicos con usos farmaco-
terapéuticos tales como saponinas, flavonoides, glucosidos,
uscaridinas, calotropinas, frugdsidos, calotropdsidos, o-
amirina, B-amirina, taraxasterol, B-sitosterol, entre otros
constituyentes  [15-19]. No obstante, las evidencias
cientificas que demuestren la inocuidad de la administracion
del extracto de hojas de C. gigantea en organismos vivos son
limitadas. El presente estudio tiene como objetivo evaluar la
toxicidad In Vitro e In Vivo del extracto etandlico de hojas de
Calotropis gigantea (extEtOHCg) sobre células de rifion de
mono Rhesus (MA-104 ATCC N° CRL-2378) y en ratas
albinas macho Bio:Wistar. En las células se estim¢d el
porcentaje de muerte celular y a los animales se les
determind los signos tdéxicos evidentes iniciales, la
mortalidad (toxicidad aguda), el efecto sobre el peso corporal
y el dafio hepatico.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal, constituido de hojas frescas de C
gigantea, se recolecté en la estacion Hato Pifiero a una
altitud entre 50-100 m.s.n.m, ubicado en el municipio
Girardot, Estado Cojedes, Republica Bolivariana de
Venezuela. El reconocimiento, la recoleccion e identificacion
de la especie vegetal fue realizada por el Ing. Angel
Fernandez y Reina Gonto (botanicos del Herbario del
Proyecto Biomedicinas del Bosque Tropical (HPBBT),
adscrito al Laboratorio de Fisiologia Gastrointestinal del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas) y un
espécimen de comprobacién se deposit6, bajo el nimero de
registro 02085RG, en el Herbario (HPBBT). El material
vegetal fresco fue acondicionado inmediatamente en el sitio
de recoleccion. La porcion de material destinado para la
preparacion de los extractos se colocé en frascos
previamente pesados los cuales contenian un litro (1L) de
etanol (EtOH) al 95 % de grado técnico.

Preparacion del extracto.

El extracto se prepar6 tal como se describe en la
metodologia propuesta por Taylor y cols., (2012) [20] con
las modificaciones siguientes: se recolectaron 1550¢g de hojas
frescas, inmediatamente en el lugar de recoleccion, se
colocaron en frascos con etanol (EtOH) y se cerraron
herméticamente. Al llegar al laboratorio se les ajustd el
volumen de EtOH al 95 % en una proporcién 1:3 (p/v), se
procesd en una trituradora industrial, seguidamente se
dispusieron en frascos con cierre hermético y se dejaron
macerar en oscuridad durante 5 dias a temperatura ambiente.
El macerado se filtrd, se concentrd a presion reducida en un
rotavaporador marca Biichi R-205, se sec6 por liofilizacion y
se conservé a -20 °C en frascos color &mbar debidamente
rotulados. El rendimiento del extracto seco liofilizado fue del
3,1%. Para el andlisis de toxicidad In Vitro se preparé una
solucidn patron de 100 mg/mL en dimetilsulféxido (DMSO)
al 100%, y para evaluar la toxicidad In Vivo se prepard una
solucién patrén de 1000 mg/mL en agua destilada estéril,
inmediatamente antes de su uso.

Evaluacion de la actividad citotoxica In Vitro

La citotoxicidad se determind por el método de
microtitulacion para el crecimiento celular In Vitro [21, 22]
tal como se describié en Nufiez y cols., (2013) [23]. Se
utilizo la linea celular derivada de rifion de embridén de mono
Rhesus (MA-104 ATCC N° CRL-2378), la cual fue
cultivada y mantenida en frascos Falcon® de 25 mL en
medio Minimo Esencial Eagle’s (MEM) suplementado con
10% de suero fetal de bovino (SFB) inactivado y una mezcla
de antibidticos [penicilina® (100.000 UI/L), anfotericina B®
(2,5 mg/L) y gentamicina® (40 mg/L)]. Los cultivos se

incubaron en condiciones estables de temperatura (37 °C), en
una atmdsfera humeda con 5 % de CO;, hasta obtener
cultivos en monocapas confluentes (4 a 5 dias).

A partir del cultivo celular de mantenimiento se sembrd
en platos de 96 pozos con un indculo de 200.000 células
(mL/pozo) en MEM vy se incubd hasta obtener monocapas
confluentes. El medio de cultivo fue retirado y se depositaron
150 pL/pozo de las diferentes concentraciones del extracto
(5, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/mL) preparados en medio
MEM, sin suero y sin antibidticos, a partir de la solucién
patron de 100 mg/mL en dimetilsulfoxido (DMSO). Como
control se utilizaron pozos que contenian solo medio de
cultivo con DMSO a la misma concentraciéon que en la
dilucién del extracto de prueba. Después de 24 horas de
incubacién en las condiciones estandar se retird el medio y
las monocapas celulares se lavaron con buffer fosfato salino.
Seguidamente, se adiciond la mezcla del reactivo de
deteccion MTS/PMS diluido en medio de cultivo celular
segun las indicaciones del fabricante [22], a todos los pozos,
tanto de las células tratadas como las de control.
Inmediatamente, se realizé la medida de absorbancia en un
lector para placas de ELISA a 515 nm, con la finalidad de
determinar el valor basal (DOt0) de interferencia generado
por las células mas los reactivos y se incubd nuevamente a
37 °C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se midio la
absorbancia (DOt2) del Formazédn, un producto de la
bioreduccién del sustrato MTS/PMS por parte de enzimas
deshidrogenasas mitocondriales de células metabdlicamente
activas. El ensayo para cada concentracion del extracto fue
realizado por triplicado. La absorbancia generada como ruido
se dedujo de la absorbancia generada por las células
expuestas metabdlicamente activas. La citotoxicidad fue
expresada como el porcentaje de muerte celular calculado
con la siguiente férmula:

Citotoxicidad (%) = 100 — [(DOt, ext - DOty ext/ DOt,
control - DOty control) x 100]

Donde DOty control y DOty ext corresponden con la
medicién de la densidad Optica en el tiempo cero,
inmediatamente después de la adicion del medio reactivo
para el ensayo bajo condiciones de control o tratamiento con
extracto, respectivamente. Los valores DOt, control y DOt,
ext corresponden con las medidas después de 2 h de
reaccion. El extracto se considerd citotdxico a partir de la
concentracion en la cual es capaz de inducir el 20% de
muerte celular [24].

Evaluacion de la toxicidad aguda y de los efectos
téxicos In Vivo

Animales de experimentacion
Se utilizaron 11 ratas BIO:Wistar adultas macho de ocho
semanas de vida que pesaron entre 180 y 240 gramos, las
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cuales procedieron del Bioterio de la Universidad de Los
Andes (BIOULA), Venezuela. El presente estudio fue
aprobado por la Comisién de Bioética de BIOULA con el
aval N° CEBIOULA/095 'y los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo atendiendo los
lineamientos de la normativa del BIOULA y de la OCDE N°
423 [25, 26]. Los animales se mantuvieron en condiciones
estandar de laboratorio, temperatura 24 °C, ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso de alimento y
agua, humedad relativa de 45 %. Los animales fueron
agrupados de manera aleatoria, en 3 grupos y marcados para
permitir la identificacion individual: grupo (1) control de 4
ratas, grupo (2) experimental de 6 ratas, grupo (3)
experimental de 1 rata.

Esquema de administracién del tratamiento con el
extracto

El estudio de toxicidad oral aguda del extracto etandlico
de hojas de C. gigantea se realizd segln las Directrices de la
Organizacion para la Economia de Cooperacion y Desarrollo
(OCDE) 423 (anexo 2d) [26], con las siguientes
modificaciones: se us6 2000 mg/kg como dosis limite de
prueba de inicio, el extracto se administré por via oral con
sonda gastrica a la dosis de 2000 mg/kg al grupo 2, como no
hubo muertos en el grupo 2 se administré de 5000 mg/kg al
grupo 3, el grupo 1 control recibié sélo agua estéril. El
ensayo tuvo una duracién de 14 dias.

Los animales se observaron individualmente posterior a
la dosificacion, durante los primeros 30 minutos, luego
durante las primeras 4 horas, y diariamente hasta los 14 dias
del experimento, para registrar las siguientes variaciones de
los sintomas clinicos: cambios en la piel y el pelo, los ojos,
las membranas mucosas, el aparato respiratorio, temblores,
convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suefio y coma. En
todos los grupos se registr6 diariamente el peso de los
animales antes y después del tratamiento con el extracto, el
consumo de agua y de alimento. El dia 14 del experimento,
los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
halotano, se les realizo la necropsia y de cada grupo se eligio
al azar un animal para extraer el higado.

Obtencidn de la muestra sanguinea

Los dias 1 y 7 se tomaron muestras sanguineas de cada
animal del grupo control y experimental, bajo anestesia con
una mezcla de ketamina HCI (50mg/mL) USP/ xilacina (al
10%) relacion 5:1 a la dosis de 0,2 mL/100 g de peso por via
intraperitoneal, con capilar sin anticoagulante en zona retro-
orbital, para cuantificar enzimas séricas (y-GT, ALT y AST).

Cuantificacion de enzimas séricas

Cada muestra de sangre se coloc6 en un tubo de ensayo
de 12x75 mm sin heparina, se centrifugaron a 3.000 rpm
durante 10 minutos, para separar el suero, el mismo se

coloc6 en viales Eppendorf e inmediatamente se les
determind Alanina Aminotransferasa (ALT), Aspartato
Aminotransfera (AST) y Ganma-Glutamil transferasa (y-GT)
siguiendo las instrucciones del kit de diagndstico de
laboratorio de la casa comercial.

Para la deteccion de Alanina Aminotransferasa (ALT)
se utilizé el Kit diagnéstico de la Casa Comercial ELITech
Clinical Systems. En un vial Eppendorf se mezcldé 200 pL
del Reactivo 1, con 50 pL del Reactivo 2, luego se esperd 25
segundos. Seguidamente, se agregd 25 pL de la muestra de
suero, se mezcl6 y después de 50 segundos de incubacion a
37°C se midio el cambio de absorbancia por minuto (A/min)
durante 150 segundos en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 340 nm. Antes de realizar la medicion se
ajustd el equipo contra O de agua destilada. Este
procedimiento se realiz6 por triplicado.

En la deteccién de Aspartato Aminotransferasa (AST)
se utilizé el Kit diagnéstico de la Casa Comercial ELITech
Clinical Systems. En un vial Eppendorf se mezclo 200 pL
del Reactivo 1, con 50 pL del Reactivo 2, luego se esperd 25
segundos. Seguidamente, se agregd 25 uL de la muestra de
suero, se mezclé y después de 50 segundos de incubacion a
37°C se midio el cambio de absorbancia por minuto (A/min)
durante 150 segundos en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 340 nm. Antes de realizar la medicion se
ajustd el equipo contra O de agua destilada. Este
procedimiento se realizo por triplicado.

Para la cuantificacion de Ganma-Glutamil
transferasa (y-GT) se utilizd el Kit diagnostico de la Casa
Comercial Wiener lab. En un vial Eppendorf se mezcl6 el
Reactivo 1 y el Reactivo 2 del Kit diagndstico.
Posteriormente, se pre-incubd dos minutos y se agregé 100
pL de la muestra de suero. Répidamente, se mezcld y se
prosiguid a incubacion por 3 minutos a 37°C. Se registro la
absorbancia a los 1, 2 y 3 minutos en un espectrofotémetro a
una longitud de onda de 405 nm a 37°C. Antes de realizar la
medicién se ajustd el equipo contra 0 de agua destilada. Para
finalizar se determiné la diferencia promedio de absorbancia
(AA) restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores, y se utilizd este promedio para los célculos, tomando
la siguiente ecuacion: y-GT (U/l) = AA/min x 1,158. Donde
v-GT (U/1) es cantidad de enzima que convierte 1 pmol del
sustrato por minuto en condiciones estdndar, AA/min es el
cambio de absorbancia por minuto y 1,158 es el factor de
conversion a 37 °C.

Andlisis macroscépico, procesamiento y evaluacion
histologica del Higado

El dia 14 del estudio de toxicidad aguda se sacrificaron
los animales en investigacién utilizando sobredosis de
halotano. Posteriormente, se realizd la necropsia a todos los
animales y se selecciond una rata al azar de cada uno de los
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grupos para extraer el higado y observarlo macro y
microscopicamente.

El higado completo fue perfundido en solucion salina,
fijado 10 dias con formaldehido al 10% y deshidratado con
alcohol etilico a concentraciones crecientes (70, 80 y 95%)
durante 9 dias. Posteriormente, el tejido se aclaré con
acetona en dos lavados de 1 y % hora respectivamente. Se
colocaron hasta el fondo en una base cuadrada de metal, y la
parafina caliente (54°C) se vacio en esta base, se enfrid por
refrigeracion para solidificar y formar los cubos o bloques de
parafina. Una vez formados se colocaron en un micrétomo y
se realizaron cortes de 5 um. El corte se pas6 a un recipiente
con agua a una temperatura de 45 °C, lo que permiti6 la
méaxima extension del tejido sin desintegracion. Una vez
extendido el tejido de manera correcta con un porta objetos
esmerilado se obtuvieron 3 muestras de tejido del mismo
higado y se dejaron en una bandeja de metal para enfriar.
Para la tincion, los cortes se desparafinaron e hidrataron
sumergiéndolos en Xilol, Etanol, Etanol 70%, y agua
destilada.

Seguidamente se colorearon con hematoxilina de Mayer
durante 10 minutos. Enseguida, las laminas con el tejido
hepético se lavaron con agua de chorro y agua destilada
durante al menos 1 minuto. A continuacion, los cortes se
colocaron en una solucion con alcohol &cido al 1%, se
lavaron con agua destilada y luego se cambiaron a agua
amoniacal. De nuevo, los cortes se lavaron con agua
destilada y alcohol para posterior coloracién con eosina
durante 3 minutos. Las laminas con los cortes se
deshidrataron y aclararon con Etanol y Xilol. Finalizada la
tincion se colocd sobre el portaobjetos una gota de resina
sintética y se cubri6 con un cubreobjetos. La valoracion
microscépica de los tejidos se realizd con un microscopio
optico Medilux-12 con objetivo de 20 y 40X. Esta parte del
estudio se llevd a cabo en el Servicio de Microscopia de Luz
del Centro de Biofisica y Bioquimica (CBB) adscrito al
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC,
bajo la supervisién del MSc. Victor Salazar).

Andlisis Estadistico

El conjunto de datos obtenidos fue procesado mediante el
software estadistico SPSS version 15. Se compararon los
grupos control y experimental, para lo cual se realizaron
pruebas de distribucion normal mediante el test de
Kolmogérov-Smirnov y se comprobd la homogeneidad de
varianza por el test de Levene. Cuando se cumplieron estas
condiciones, se utiliz6 el ANOVA de una via y las
diferencias se determinaron por método HSD de Tukey para
muestras independientes. Se establecio un nivel de
significancia estadistica de p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad citotoxica In Vitro

El primer paso para explorar la importancia de cualquier
planta medicinal es conocer sus datos de uso etnomedicinal,
su actividad tdxica, asi como la presencia de compuestos
fitoquimicos. C. gigantea es una planta herbacea xerdéfila con
potencial uso farmacolégico por la presencia de diversos
compuestos bioactivos en sus diferentes partes. Las hojas son
las que contienen la mayor parte de estos compuestos, entre
ellos alcaloides, saponinas, glucésidos, tocoferol, taninos,
esteroides, flavonoides, terpenos, lignanos y fenoles [14, 15,
27-30]. La presencia mayoritaria de alguno de estos
metabolitos secundarios puede conferir ciertas propiedades
medicinales, asi como también citotoxicidad, tal como es el
caso de los glucdsidos cardendlidos [31].

En el presente estudio se observo que las concentraciones
menores o iguales a 100 pg/mL del extEtOHCg no mostraron
citotoxicidad significativa sobre la linea celular MA-104
ATCC N° CRL-2378 luego de 24 horas exposicion (Figura
2). La méaxima concentracion utilizada del extracto (500
pg/mL) indujo una muerte celular del 18 %. Sin embargo,
este efecto no fue suficiente para clasificar al extracto como
toxico segun el criterio de Taylor y cols., (2006) [26]. No
obstante, un ligero efecto citotoxico observado con la
méxima concentracion evaluada, sugiere un efecto dosis
dependiente. Lo que es consistente con los hallazgos de
Nguyen y cols., (2017) [30], quienes a partir del extracto de
hojas de C. gigantea aislaron un lignano con actividad
citotdxica, el cual inhibio significativamente la formacion de
colonias de células PANC-1 de manera dependiente de la
concentracion. Por otro lado, estos resultados difieren de
estudios previos que muestran una elevada citotoxicidad del
extracto de hojas. C. gigantea en células cancerosas [19, 20,
30, 32], en células primarias de pulpa dental humana [33], en
larvas de P. xylostella y nauplios de Artemia salina [29, 34].

Actividad toxica In Vivo

Para evaluar la toxicidad aguda del extEtOHCg, se
empled el método OECD 423, y debido a que los resultados
mostrados en la Figura 2 sugieren que el extEtOHCg no es
toxico para la linea celular MA-104 bajo las condiciones
evaluadas, se opté por la prueba limite del anexo 2d. Tras
administrar dosis de 2000 y 5000 mg/kg a ratas albinas
Bio:Wistar, no se observé ninguna mortalidad durante las
primeras 24 horas ni en los 14 dias posteriores (Figura 3).
Estos resultados indican que la DL50 es superior a 5000
mg/kg, clasificando al extracto en la categoria 5 (no tdxico)
segin la OECD 423. Ademés, se constatdé una buena
tolerancia a las 24 horas post-tratamiento. Estos resultados,
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respaldados por estudios previos [35-37], sugieren un amplio
margen de seguridad para extractos de diferentes partes de
esta planta. Se registrd diariamente el peso corporal y se
monitorearon los sintomas de intoxicacién. Los sintomas
clinicos observados durante las primeras 4 horas posteriores
al tratamiento se detallan en la Tabla 1. Durante los primeros
30 minutos todos los animales presentaron el mismo
comportamiento de acicalarse, sin presentar cambios en pelo,
piel, ojos y mucosas. Solo el grupo que recibid tratamiento
con 5000 mg/kg mostrd6 temblores, estornudos e
intranquilidad durante las 4 horas post tratamiento. Estos
sintomas iniciales observados sugieren toxicidad, sin
embargo, por la pronta recuperacion de los animales se
traduce como una intoxicacion ligera o leve debido a la dosis
elevada administrada del extEtOHCg. Todos los animales
usados en este experimento se recuperaron satisfactoriamente
al finalizar el estudio. Se administré agua estéril al grupo
control. Durante el periodo de observacion, solo se detecto
un estado de estrés atribuible a la manipulacion del animal.

Para  determinar si el tratamiento  afectaba
significativamente el peso corporal, se realizaron analisis
estadisticos. Se comprob6 la normalidad de los datos (prueba
de Kolmogorov-Smirnov) y la homogeneidad de las
varianzas (prueba de Levene). A continuacion, se aplicéd un
ANOVA para comparar las medias de los grupos. Los
resultados mostraron que no existen diferencias
estadisticamente significativas en el peso corporal entre los
grupos (Tablas 2, 3y 4).

En esta investigacion ninguno de los animales presento
perdida del peso corporal, no obstante, se observd una
ganancia del mismo a lo largo de los dias, este
comportamiento fue similar al observado por Hasballah y
cols., (2018) [37]. Los resultados son presentados en la Tabla
2 y la Figura 4 en donde se muestra un aumento progresivo
del peso corporal en el grupo control y en el grupo tratado
con 2000 mg/kg. Mientras que el grupo tratado con 5000
mg/kg presentd un peso constante durante los primeros 3
dias antes de seguir el patrén de aumento.

El aumento de peso observado en los grupos es
consistente con la tasa de crecimiento normal para ratas
Wistar macho de esta edad [38]. La fase de peso constante
inicial en el grupo tratado con 5000 mg/kg podria atribuirse a
la movilizacion de reservas energéticas para enfrentar los
procesos de desintoxicacion, como sugieren otros estudios
[39].

Cuantificacion de enzimas séricas

El andlisis de la cuantificacion de las enzimas
indicadoras de la funcién hepatica (AST, ALT y y-GT),
realizado a los animales, un dia antes y una semana
después del tratamiento, demostraron que el
extEtOHCg no causé alteraciones en los hepatocitos
(Tabla 5). En este sentido, los andlisis estadisticos
realizados (Tabla 6) revelan que la distribucion de los
datos en ambos grupos (experimental y control) es
estadisticamente similar (p > 0.05).
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Fig. 2. Citotoxicidad del extracto etanélico de hojas de Calotropis gigantea sobre células MA-104 ATCC N° CRL-2378. Monocapas de células fueron
cultivadas por 24 horas en presencia de diferentes concentraciones del extracto. Se determiné la absorbancia producto de la bioreduccion del sustrato
MTS-PMS por parte de células metabo6licamente activas. El extracto se consideré citotoxico a partir de la concentracion en la cual es capaz de inducir un
valor >20% de muerte celular (linea roja punteada). La grafica muestra el resultado de 3 réplicas del experimento realizado en fechas diferentes (n=6).
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Tabla 1.
Sintomas clinicos observados en ratas albinas macho BIO:Wistar en los primeros 30 minutos hasta las 4 horas
después de la administracion del extracto etandlico de hojas de C. gigantea.

30 minutos 4 horas
2 © <) 25
© ‘S " & S
= < S « = g £ a 8 3 25
Grupos S E~ S8 | &9 S g S = ES
o) o © n D w Q O S c 8 3
2 2 == S o S8€E QS 2 s £ o
£ = 22| @2>| 3Sgg 5 2 28
(S} 2 & S E £ = I ==
wn \© o 3] © > o E
T @) O o=
Control - + - - - - -
Grupo 2: + ++ + } . _ R -
2000mg/kg
Grupo 3:
+ ++ + - - + + +
5000mg/kg

Presente (+); Ausente (-)

[ 11 ratas BIO: Wistar ]

N

4 ratas 7 ratas
Control (TTO)
4 ratas 3 ratas
en espera (TTO: 2000 myg/kg)

4 ratas
en espera

1 rata 3 ratas
en espera (TTO: 2000 mg/kg)
1 rata

(TTO: 5000 mg/kg)

Fig. 3. Supervivencia encontrada en ratas albinas macho BIO:Wistar tratadas con extracto etanélico de hojas de C. gigantea, aplicando el
protocolo de Toxicidad Aguda (anexo 2d) de la OCDE 423
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Tabla 2.
Estadisticos descriptivos segun el dia del experimento en ratas albinas macho BIO:Wistar control y tratadas con
extracto etanolico de hojas de C. gigantea.

Dias N Minimo Maéaximo Media = DE
Dia 0

Grupo Control 4 211,00 233,00 226,50 + 10,50
Grupo Experimental 01 6 195,00 214,00 201,60 + 7,56
Grupo Experimental 02 1 210,00 210,00 210,00
Dia 1

Grupo Control 4 226,00 263,00 244,25 + 18,94
Grupo Experimental 01 6 201,00 227,00 211,80 + 10,32
Grupo Experimental 02 1 208,00 208,00 208,00
Dia 2

Grupo Control 4 231,00 273,00 251,50 + 21,56
Grupo Experimental 01 6 203,00 233,00 220,60 + 12,42
Grupo Experimental 02 1 208,00 208,00 208,00
Dia 3

Grupo Control 4 234,00 280,00 257,75 + 23,12
Grupo Experimental 01 6 200,00 242,00 222,60 + 15,02
Grupo Experimental 02 1 209,00 209,00 209,00
Dia 7

Grupo Control 4 235,00 292,00 265,50 + 26,58
Grupo Experimental 01 6 207,00 252,00 234,40 + 17,32
Grupo Experimental 02 1 225,00 225,00 225,00
Dia 14

Grupo Control 4 251,00 319,00 286,75 + 31,28
Grupo Experimental 01 6 227,00 272,00 254,40 + 16,84
Grupo Experimental 02 1 240,00 240,00 240,00

Grupo Control: 0 mg/kg. Grupo Experimental 01: 2000 mg/kg. Grupo Experimental 02: 5000 mg/kg.

Tabla 3.
ANOVA, para la variable peso.
Suma de . - .
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2352,100 2 1176,050 1,502 0,231
Intra-grupos 44639,63 57 783,151
Total 46991,73 59
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Tabla 4.
Comparaciones multiples(a) Variable Peso, método HSD de Tukey
Diferencia de Error Sig Intervalo de
(1) Grupos (J) Grupos medl,as_ (1-J) tiPIF:O ' _' cqnflanza al 9§ %
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior
c | Experimental 01 12,88333 7,663 0,221 -5,559 31,32
ontro
Experimental 02 2,08333 12,773 0,985 -28,654 32,82
) Control -12,88333 7,663 0,221 -31,326 5,559
Experimental 01 _
Experimental 02 -10,80000 12,515 0,666 -40,916 19,31
) Control -2,08333 12,773 0,985 -32,821 28,65
Experimental 02 _
Experimental 01 10,80000 12,515 0,666 -19,316 40,91
Tabla 5.

Variaciones de la quimica sanguinea de ratas BIO:Wistar control y tratadas via intragastrica con extracto
etandlico (2000 y 5000 mg/kg) de C. gigantea.

N ALT AST y-GT
Dia 1
Grupo Control 4 38,54 + 13,91 139,02 + 28,81 6,20 £ 1,80
Grupo Experimental 7 40,84 £ 11,12 118,78 + 26,70 6,59 +£1,73
Dia 7
Grupo Control 4 39,44 + 2,89 160,47 + 24,75 36,48 + 17,55
Grupo Experimental 7 47,34 + 4,47 138,16 + 34,04 42,80 + 12,83
Tabla 6.
Estadisticos de contraste(a), Prueba H de Kruskal-Wallis.
ALT:1 ALT2 AST1 AST7 GGT1 GGT7
Chi-cuadrado 4,782 6,178 3,385 2,513 5,131 6,533
Gl 3 3 3 3 3 4
Sig. asintot. 0,188 0,103 0,336 0,473 0,162 0,163

Variable de agrupacion: DOSIS. ALT1: Alanina aminotransferasa dia 1. ALT7: Alanina aminotransferasa dia 7. AST1:
Aspartato aminotransferasa dia 1. AST7: Aspartato aminotransferasa dia 7. GGT1: Gamma-glutamil tranferasa dia 1. GGT7:

Gamma-glutamil tranferasa dia 7.
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Fig. 4. Comportamiento del peso corporal por grupo segun el dia del experimento en ratas albinas macho Bio:Wistar control y
tratadas con extracto etanolico de hojas de C. gigantea.

Fig. 5. Fotomicrografia del parénquima hepéatico del higado de rata albina macho BIO:Wistar tefiido con Hematoxilina-Eosina. Ay Al
corresponde al control. By B1 corresponde al tejido de higado de rata tratado con 2000 mg/kg del extracto de hojas de C. gigantea. C
y C1 corresponde al tejido de higado de rata tratado con 5000 mg/kg de peso.
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Esto indica que el tratamiento con el extracto etanolico de
hojas de C. gigantea no provoca cambios significativos en
los parametros evaluados, lo que sugiere una excelente
tolerancia del compuesto en ratas albinas BIO:Wistar,
incluso a dosis de hasta 5000 mg/kg de peso corporal. AST,
ALT y y-GT son enzimas que sSe encuentran
predominantemente en el citoplasma y a menudo se emplean
como biomarcadores de la funcidn hepatica debido a su
mayor presencia en el torrente sanguineo después del dafio
de las células hepaticas [40,41]. Estos resultados corroboran
la inocuidad del extracto extEtOHCg y respaldan su
potencial uso medicinal.

Evaluacion histoldgica de Higado

Se evalud el efecto de diferentes dosis de extracto de
hojas de Calotropis gigantea en el tejido hepatico de ratas
albinas macho Bio:Wistar. Al finalizar el estudio, no se
observaron alteraciones macroscopicas ni microscépicas en
el higado de las ratas tratadas con el extracto etanélico de C.
gigantea, incluso a la dosis mas alta (5000 mg/kg). El
andlisis histopatoldgico a través de tincién de hematoxilina-
eosina y andlisis microscopico reveld que el tejido hepéatico
de los animales tratados no present6 signos de dafio celular,
como necrosis o inflamacion, en comparacion con el grupo
control (Figura 5). En detalle, se observo que con la dosis
administrada de 2000 mg/kg no se evidenciaron alteraciones
histoldgicas significativas en comparacion con el grupo
control, sugiriendo una buena tolerancia a esta dosis (Figura
5: B, B1), y con la dosis administrada de 5000 mg/kg se
observaron cambios histoloégicos caracterizados  por
hepatocitos aumentados de tamafio, con aspecto esponjoso y
nacleos claros, también se puede apreciar una leve
hiperemia (aumento del flujo sanguineo) (Figura 5: C, C1),
lo que podria indicar una mayor actividad fisiologica del
organo para metabolizar el compuesto, en lugar de un signo
de dafio grave. Esta interpretacion se ve respaldada por la
ausencia de alteraciones en los biomarcadores enzimaticos,
gue son indicadores sensibles de dafio celular. Estos
resultados son comparables con hallazgos previos, los cuales
tampoco reportaron efectos adversos en la histologia del
higado tras la administracidn del extracto etandlico del latex
[36] y del extracto metandlico de corteza de raiz [37] de C.
gigantea.

CONCLUSIONES

En conjunto, los datos obtenidos en el presente estudio
mostraron que el extracto etandlico de hojas de Calotropis
gigantea no produjo efectos adversos en las condiciones
evaluadas, no indujo toxicidad significativa sobre la linea

celular MA-104 ATCC N° CRL-2378, no se observd muerte
ni cambios significativos en el comportamiento, el peso
corporal y dafio hepatico evidente en ratas albinas macho
Bio:Wistar tratados con dosis Unica hasta el nivel de 5000
mg/kg de peso corporal. Por lo tanto, se puede considerar
que fue bien tolerado y no fue toxico en las condiciones
evaluadas.
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