Articulos de investigacion
doi: http://dx.doi.org/10.16925/sp.v11i23.1365

Evaluacidn de la toxicidad aguda de un
extracto alcoholico de hojas de epazote
(Chenopodium ambrosioides)

Rubi Zavala, MVZ!, José Herrera, MVZ3’ Ana Silvia Lara, MVZ?, Victor Da-
niel L. Garzén-Cortés, Ph.D""

| Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México (unam) Ciudad de México,
Meéxico
, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), Nuevo Ledn,
México
, Centro de Investigaciones y Desarrollo en Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL)
Nuevo Leén, México

Recibido: 3 de noviembre del 2015 Aprobado: 5 de marzo del 2016

*Autor de correspondencia: Victor Daniel L. Garzon-Cortes. Instituto de Investigaciones Biomédicas, unam, tercer circuito
exterior s/n, Coyoacan, Giudad Universitaria, 04510 Ciudad de México, México. Teléfono: (+52 55) 562-28972. Correo
electronico: danielgarzon@biomedicas.unam.mx

Como citar este articulo: Zabala R, Herrera J, Lara AS, Garzon-Cortés VDL. Evaluacion de la toxicidad aguda de un extracto
alcoholico de hojas de epazote (Chenopodium ambrosioides). Spei Domus. 2016;12(24). doi: http://dx.doi.org/10.16925/
sp.v12i24.1890

Resumen. Introduccion: la planta Chenopodium ambrosioides presenta una amplia
distribuciéon en América. En México, se conoce como “epazote’, en la medicina
alternativa su aceite es utilizado como un antihelmintico, tanto para uso humano
como animal. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto de Che-
nopodium ambrosioides en una dosis de 2000 mg/Kg en ratas Long Evans para
observar o descartar signos de toxicidad aguda o crénica. Metodologia: se utili-
zaron diez ratas hembras Long Evans de 28 dias de edad, divididas en dos grupos
(control y experimental). Al grupo experimental se le administré el extracto por
via oral mediante una sonda orogastrica, con previo ayuno de 16 a 18 horas. Al
grupo testigo se le administrd solucion salina. Resultados: el resultado de la admi-
nistracion del extracto no produjo mortalidad; aunque durante las primeras horas
posadministracion las ratas mostraron signos de letargo y somnolencia atribuibles
a una leve toxicidad. En las observaciones posteriores, mostraron comportamien-
tos similares a los del grupo control. Se observé un incrementd en cuanto al peso
de los animales experimentales en ambos grupos Conclusiones: el extracto de la
planta Chenopodium ambrosioides no posee toxicidad significativa administrada a
la dosis utilizada (que marca el procedimiento de dosis fijas).

Palabras clave: animales de laboratorio, epazote, terapéutica, toxicidad.
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Acute toxicity evaluation of an alcoholic extract of
epazote (Chenopodium ambrosioides) leaves

Abstract. Introduction: The plant Chenopodium ambrosioides is widely distributed in Ame-
rica. In Mexico, it is known as “epazote,” in alternative medicine its oil is used as an anthel-
mintic, both for human and animal use. The objective of this work was to evaluate the effect
of Chenopodium ambrosioides extract at a dose of 2000 mg/kg in Long Evans rats to observe
or rule out signs of acute or chronic toxicity. Method: Ten 28-day-old Long Evans female
rats were divided into two groups (control and experimental). The experimental group was
administered the extract orally by an orogastric tube, after a fasting of 16 to 18 hours. Saline
was given to the control group. Results: Administration of the extract did not cause morta-
lity even though the rats showed signs of lethargy and drowsiness attributable to mild toxi-
city during the first post-administration hours. In subsequent observations, they showed
behaviors similar to those of the control group. An increase in weight of experimental
animals was observed in both groups. Conclusions: Chenopodium ambrosioides extract does
not exhibit significant toxicity at the dose used (which marks the fixed dose procedure).

Keywords: laboratory animals, epazote, therapeutics, toxicity.

Avaliacao da toxicidade aguda de um extrato alcoolico
de folhas de mastruz. (Chenopodium ambrosioides)

Resumo. Introdugio: a planta Chenopodium ambrosioides apresenta uma ampla dis-
tribuigdo na América. No México, é conhecida como “epazote”, na medicina alternativa
seu oleo é utilizado como um anti-helmintico tanto para uso humano quanto animal. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato de Chenopodium ambrosioides numa
dose de 2000 mg/Kg em ratos Long Evans para observar ou descartar sinais de toxicidade
aguda ou cronica. Metodologia: foram utilizados dez ratos fémeas Long Evans de 28 dias
de idade, divididas em dois grupos (controle e experimental). Ao grupo experimental, foi
administrado o extrato por via oral mediante uma sondagem orogastrica, com jejum pré-
vio de 16 a 18 horas. Ao grupo experimental, foi administrada solugdo salina. Resultados:
o resultado da administragdo do extrato ndo produziu mortalidade; embora, durante as
primeiras horas pos-administragdo, os ratos tenham mostrado sinais de letargia e sonolén-
cia atribuidos a uma leve toxicidade. Nas observagdes posteriores, mostraram comporta-
mentos similares aos do grupo controle. Foi observado um aumento quanto ao peso dos
animais experimentais em ambos os grupos. Conclusdes: o extrato da planta Chenopodium
ambrosioides ndo possui toxicidade significativa administrada a dose utilizada (que marca
o procedimento de doses fixas).

Palavras-chave: animais de laboratério, mastruz, terapéutica, toxicidade.
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Introduccion

La existencia y empleo de plantas con un elevado
potencial terapéutico constituye una alternativa
farmacolégica de marcado interés debido a que
podria favorecer el tratamiento de diversas pato-
logias, de ahi la importancia de realizar estudios
preclinicos para detectar posibles efectos toxicos
post administracién [1]. En la actualidad existe
escasa informacion acerca de la toxicidad de las
plantas usadas en la medicina alternativa y/o tra-
dicional. Tal es el caso de Chenopodium ambrosioi-
des (epazote), la cual se distribuye ampliamente en
México. Comunmente llamada “epazote” o “paico”
en paises sudamericanos, esta es una planta vivaz
aromatica con diferentes usos. Sus hojas, raices e
inflorescencias son utilizadas como condimento
o como planta medicinal, antihelmintico, vermi-
fugo, emenagogo y abortifaciente [2]. Otros de sus
usos estan sefialados en la tabla 1 [3]. Originaria
de América (usada mds en Latinoamérica), donde
los aztecas le dieron el nombre nahuatl de epazotl,
epotl (hierba fétida) y tzotl (dulce), de donde pro-
viene el nombre actual utilizado en México.

El epazote es una planta aromdtica perenne,
mas o menos pubescente, con el tallo usualmente
postrado. Crece en suelos himedos y bajos, de olor
fuerte, con alrededor de cuarenta cm de altura.
Sus hojas son oblongo-lanceoladas y serradas, de
entre cuatro cm de longitud y uno cm de ancho,
con pequenas flores verdes en paniculos termina-
les densos, cada uno con cinco sépalos. El caliz
persistente circunda al fruto y las semillas son
negras y no mayores que 0,8 mm de longitud [4]. Su
aceite esencial era uno de los antihelminticos mas
utilizados tanto en humanos como en algunos ani-
males domésticos, pero fue sustituido en la década
de los anos 40 por antihelminticos menos toxicos
[5]. El aceite de esta planta es un liquido incoloro o
amarillento de consistencia no muy viscosa, con un
sabor amargo y un olor muy fuerte.

Se ha comprobado que es irritante a las muco-
sas gastrointestinales y una sobredosis causa efec-
tos fatales sobre humanos y ratones [6], pero su
efecto antihelmintico era tan efectivo que a partir
de ella, se desarroll6 una importante industria alre-
dedor del llamado “Aceite de Baltimore” [7].

Chenopodium ambrosioides ha demostrado
efectividad antihelmintica y antiprotozooaria
sobre una gran cantidad de especies parasitarias
tales como: Tripanosoma cruzi [8], Plasmodium [9])

Leishmania amazonensis [10], Ancylostoma duode-
nale, Trichuris trichuria y Ascarislumbricoides [11,
12]. En estudios sobre ganado caprino se comprobd
la efectividad de C. ambrosioides sobre nematodos
del tracto gastrointestinal, entre ellos Haemonchus
contortus. El tratamiento a corto plazo con el
aceite esencial de la planta resulté ser inefectivo
in vivo, pero in vitro reducia la viabilidad de los
huevos, por lo que se plante6 como una estrategia
ecoldgica util para reducir los niveles parasitarios
en granjas [13]. Por otra parte, el tratamiento con
Chenopodium ambrosioides ha sido efectivo al inhi-
bir el crecimiento de tumores asciticos en ratones
[14]. Su principio activo (infusiones y derivados) es
el ascaridol, su efecto toxico radica en el cloruro
de metileno, que presenta la mayor actividad rel-
acionada al dafio [15]. También se demostré que
de las dos fracciones estudiadas (acuosas y cloruro
metilénica), los principios activos responsables
de la actividad citotdxica radican en la fraccién
organica, de la cual forma parte el ascaridol. Este
ultimo se encuentra presente en el aceite esencial
en un 60-80% y en fresco, alrededor del 1%, acom-
pafiado de niveles significativos de a-terpineno,
su precursor [16]. Se realiz6 un estudio en el que
se extraia el aceite esencial a distintos tiempos de
maduracion de la planta, demostrando que en los
extractos jovenes existia una mayor concentracion
de a-terpinenos y menor de ascaridol, mientras
que en los extractos maduros la concentracion de
ascaridol era mayor a la de a-terpinenos [17].

En diciembre del 2002, la oECD (Organization
for Economic Co-operation and Development)
abolid la ejecucion del test clasico para la determi-
nacioén de toxicidad aguda y la dosis letal 50 (pL50)
que fueron sustituidas por tres métodos alternati-
vos cuyo objetivo comun es reducir el numero de
animales empleados y minimizar el sufrimiento
de los mismos. Estos métodos comprenden el test
de Clasificaciéon toxica aguda o Método de las
clases de toxicidad (Toxic Class Method, TCM),
Procedimiento de sube y baja (Up-and-Down
Method, upp) y Procedimiento de dosis fijas [18].

El procedimiento de dosis fijas fue adoptado
en la guia N.° 420 de la oECD como alternativa a la
prueba clasica aguda. El método se basa en la evalu-
acion de dosis prefijadas (5, 50, 300 y 2000 mg/Kg)
para discernir la clasificacién toxica de una sustan-
cia segun el Sistema Global Armonizado (sGa). La
dosis seleccionada debe ser no letal, no dolorosa y
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no estresante, ademas de no ser corrosiva ni sever-
amente irritante.

Los datos obtenidos por Medeiros et al [19]
revelan que la infusion de hojas frescas de C.
ambrosioides no producen toxicidad en ratas adul-
tas hembras, con un tratamiento durante treinta
dias a dosis de 1000 mg/Kg/dia.

El objetivo de este trabajo es descartar el efecto
toxico de la dosis maxima prefijada (2000 mg/kg)
de un extracto de Chenopodium ambrosioides en
ratas (Long Evans), asi como revisar cualquier daio
interno posterior a su administracion.

Tabla 1. Usos recopilados para C. ambrosioides

Uso Localidad

Amebicida | Trinidad

Analgésico | China

Anemia Colombia

Artritis China

Asma Republica Dominicana,
Panamd, Trinidad y Turquia

Mordeduras

de insectos | China

Disenterfa | Panama y Trinidad

Fungicida Trinidad

Narcético Estados Unidos

Nervios México, Turquia y Estados Unidos

Estimulante | Trinidad y Turquia
Brasil, Chile, China, Reptiblica Dominicana,

Célicos Guatemala, Haiti, México, Panama, Espania,
Trinidad, Turquia, Estados Unidos y Vene-
zuela

Fuente: [3]
Materiales y métodos

Obtencidn del extracto de
Chenopodium ambrosioides

El extracto etandlico se obtuvo a partir de una
muestra de la planta medicinal C. ambrosioides. Se
procede a pulverizar las hojas secas en una licua-
dora convencional, las cuales pasan por un filtro
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para eliminar los restos mas grandes y se trabaja
con residuo fino, del cual se toman 20 gr, (los
cuales se colocaron en un matraz redondo), pos-
teriormente se afiaden 200 mL de etanol al 60 %,
dejandolo en reposo durante siete dias. Después de
los siete dias el extracto se seca en una estufa de
conveccion a 70 °C. Con esto se obtiene el extracto
seco de la muestra, el cual se lleva a una concen-
tracion de 200 mg/ml con agua destilada.

Modelo bioldgico

Al inicio del experimento se envié un protocolo
detallado al Cicual (Comité Institucional de Cuidado
de Animales de Laboratorio) del cipcs (Centro de
Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud)
de la uaNL. Este se estudi6 y se dio autorizacion
para el inicio del protocolo. Posteriormente se com-
praron diez ratas hembra (raza Long Evans) adquiri-
das en el bioterio del Departamento de Inmunologia
(Facultad de Ciencias Bioldgicas, uANL) de 70 2 80 g
alinicio del experimento y de 3 a 4 semanas de edad.
Los animales se mantuvieron en un cuarto a una
temperatura de 22+ 2 °C y ciclos de luz/oscuridad
de 12/12 horas. Se les suministré alimento sélido
comercial Marca LabDiet® 5013 y agua apta para
consumo humano, ambas ad libitum. Los modelos
biolégicos fueron sometidos a observacion previa en
el rea de cuarentena y posteriormente aclimatacion
durante siete dias antes del experimento. Todos los
procedimientos fueron realizados de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NoM-062-z00-1999 [20]. Y
acordes con las 3R’s de Rusell [21].

Los animales fueron identificados mediante la
realizacion de marcas de tinta alrededor de la base
de la cola en forma de anillo. El marcaje se realiz6
previo a la administracion de la sustancia.

Alojamiento

Losanimales se mantuvieron en jaulas de Makrolon
265X (150/180) x 420, con cama de aserrin. Se sepa-
raron en dos jaulas de a cinco para cada grupo. La
distribucién del espacio se decidié teniendo en
cuenta edad, sexo y duracién del experimento.
La identificacién de cada jaula se hizo por medio
de tarjetas de papel en las cuales se indicaban los
grupos TSCG y TSEG. Para este estudio se contd
con el apoyo en las instalaciones de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL.
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Los animales se sometieron a cuarentena y
manejo, el cuidado diario de los mismos fue con-
ducido por los investigadores a cargo sin cambio de
personal.

Procedimiento

Para la realizacion del estudio, se siguié el método
de dosis fijas, de acuerdo con la guia 420 de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémico (0cDE). Aleatoriamente se conforma-
ron dos grupos, los cuales se mantuvieron en cua-
rentena y aclimataciéon durante una semana. La
sustancia de ensayo se administré con un ayuno
previo de 16 a 18 horas por via oral mediante una
sonda orogastrica, a dosis de 2000 mg/Kg. Se dosi-
ficaron las cinco hembras del grupo experimental,
administrandoles un volumen de 10 mL/Kg de
masa corporal de la sustancia de ensayo. El grupo
control recibié 0,5mL de solucidn salina.

Observaciones

Se realizaron anotaciones sobre las observaciones de
comportamiento de ambos grupos, alos treinta minu-
tos y cuatro horas posteriores a la aplicacion durante
el primer dia. Se continué dando un seguimiento dia-
rio hasta catorce dias después de la administracion
para determinar si la sustancia podia presentar un
efecto a largo plazo. Se utilizé como referencia para
la determinaci6n del punto final los signos y tiempos
de ocurrencia de los mismos, su comienzo y duracién,
considerando cambios en la piel, coloracion de las
membranas de mucosas y ojos, bradipnea, taquipnea,
depresion o hiperactividad. Se prestd especial aten-
cién a la potencial aparicién de temblores, convulsio-
nes, salivacion, diarrea, letargo, somnolencia y coma,
asi como a cualquier signo indicador de dolor en estos
animales (movimiento y posicion de bigotes, orejas,
pelaje). Se registraron los pesos de los animales vivos
los dias 1, 4 y 14 del experimento, como parametro
demostrativo de toxicidad, entre otros.

Al concluir el experimento, se sacrificaron dos
animales del grupo experimental y uno del grupo
control por medio de sobredosis con pentobarbital.
Se hizo una observacion macroscopica de cerebro,
corazén, bazo, higado, pulmones y rifiones. Se com-
pararon los 6rganos del grupo control conlos del tra-
tamiento y se registraron las observaciones. No se
aprecian cambios relevantes entre ambos grupos.

Resultados

El conjunto de observaciones realizadas durante el
lapso del experimento, asi como de la masa corpo-
ral como indicador de toxicidad, se registraron en
tablas de datos para la realizacion de una curva 'y
la comparacion entre los grupos. La comparacion
de los pesos promedio del grupo tratamiento y del
control se realizd con bMs (ANOVA).

Toxicidad

Aladministrar el extracto a una dosis limite de 2000
mg/Kgdemasa corporal, laadministracién delasus-
tancia experimental no produjo mortalidad inme-
diata, aunque en las primeras horas hubo muestras
de signos de letargo y somnolencia atribuibles a una
leve toxicidad de acuerdo con la literatura especiali-
zada. Los estudios anatomopatologicos no revelaron
alteracion alguna en los 6rganos estudiados.

Los cambios de comportamiento observados
no presentaron variaciones mas que en las prime-
ras horas en el grupo de tratamiento, comparado
con el grupo control. Para el segundo dia y durante
el lapso del experimento, los animales continuaron
con sus habitos normales sin que ninguno de ellos
presentara cambios o alteraciones.

Las observaciones realizadas (para los dias
establecidos) mostraron signos clinicos de letargo,
sin llegar a presentar un dolor evidente o un com-
portamiento anormal después de cuatro horas pos-
teriores a su administracion (tabla 2).

Tabla 2. Signos clinicos observados en el grupo
experimental después de la administracion del extracto
de Chenpodium ambrosioides

Observacion Signos clinicos
(Tiempo)
Media hora post admi- | Letargo y somnolencia
nistracion

Tres horas post admi-
nistracion

Signos de recuperacion, recupe-
racion de apetito

Cuatro horas post Reflejos normales, comporta-

administracion miento de aseo, apetito normal,
consumo de agua normal
Segundo dia Comportamiento normal, no

hay signos de somnolencia

Tercer dia hasta el dia
final del estudio

No hay signos de toxicidad,
comportamiento de habitos,
aseo y alimentacién normal

Fuente: elaboracion propia
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La Guia 420 de la OCDE establece que si el ana-
lisis macroscopico en los animales sobrevivien-
tes después de las 24 horas de iniciado el estudio
revela datos patoldgicos, debe procederse al andlisis
microscdpico; en este caso, al no encontrar eviden-
cias de alteracidn, se prescindi6 de dicho estudio.

Peso corporal

Los pesos registrados del grupo experimental los
dias 1, 4 y 14 fueron los siguientes, consignados en
las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Pesos obtenidos los dias 1, 4 y 14 del grupo TscG

Ganancia
TSCG Dia 1 Dia4 | Dial4 | total de peso

(8

1 80 101 134 54

2 60 82 116 56

3 44 63 106 62

4 64 82 111 47

5 45 65 111 66
Promedio 58,6 78,6 115,6 57

Fuente: elaboracion propia

Tabla 4. Pesos obtenidos los dias 1, 4 y 14 del grupo TSEG

Ganancia
total de peso
TSEG Dial Dia4 | Dial4 (g)
1 72 93 126 54
2 70 87 113 43
3 69 93 129 60
4 80 98 129 49
5 71 88 114 43
Promedio 72,4 91,8 122,2 49,8

Fuente: elaboracion propia

Las ratas no mostraron un descenso de peso
después de la administracion. al contrario siguie-
ron su aumento de forma regular, manteniendo y
casi igualando el peso del grupo control al finalizar
la toma de datos (figura 1).
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Figura 1. Comparacion de pesos entre TSCG y TSEG

Fuente: elaboracion propia
Discusion

La administracién del extracto alcohdlico de las
hojas de epazote confirmd la hipétesis planteada,
al no presentarse signo alguno que indicara la tox-
icidad en los grupos de ratas a las cuales les fue
administraba la dosis maxima.

Los resultados no arrojaron una diferencia
significativa entre los grupos (figura 1) debido a que
la concentracién de componentes de la planta no
fue suficiente para provocar un efecto que se refle-
jara en el promedio de ganancia diaria de peso de
los animales, lo que ayuda a descartar la toxicidad
de este extracto. Esto muestra resultados similares
a los presentados por Medeiros et al. [19] al admi-
nistrar una dosis de 1000 mg/kg.

Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz
y oscuridad controlados, diariamente se les propor-
cioné manejo para remarcar los anillos en la base
de la cola, lo cual contribuyd a que los animales se
mantuvieran tranquilos y sin signos de estrés. Con
ello se descartaron problemas o factores externos
atribuibles a los modelos biolégicos que pudiesen
interferir con los resultados.

Los datos obtenidos muestran una ausencia
de toxicidad de la planta C. ambrosioides en base
a los pardmetros de peso y comportamiento ana-
lizados. Estos resultados ayudan a descartar posi-
bles efectos secundarios derivados de su utilizacion
en la medicina tradicional en humanos. Es impor-
tante aclarar que no se descartan variables en otras
muestras de plantas obtenidas en localidades dis-
tintas a Nuevo Ledn, México, ya que la planta de la
cual se obtuvo el extracto fue adquirida de manera
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comercial en dicha ciudad y no se tiene un con-
trol sobre los componentes de este tipo de plantas
utilizadas en toda Latinoamérica, debido a que la
concentracion de ascaridol varia dependiendo de
la edad y la zona de obtencién de la muestra [17]
Se recomienda realizar estudios posteriores para
corroborar la hipétesis.

Conclusion

Conbase enlos resultados obtenidos, los procedimien-
tos mostrados en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-200-1999 y en el protocolo N.° 420 de la OCDE, se
concluye que la sustancia activa ascaridol, extraida de
una muestra de planta Chenpodium ambrosioides, en
Monterrey Nuevo Ledn, no posee toxicidad significa-
tiva administrada en una dosis maxima.
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