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RESUMEN: Se realizé un estudio experimental con el objetivo de evaluar el posible efecto toxico
de un extracto etanolico de Tephrosia vogelii Hook en ratas Sprague dawley hembras. Se evaluaron
los niveles de dosis de 2000, 1000, 500 y 250 mg/kg. Se determinaron la mortalidad, los signos
toxicos evidentes, el efecto sobre el peso corporal, el peso de los 6rganos y se realizo el analisis
histopatoldgico de los dérganos que presentaron lesiones macroscépicas. Las dosis de 2000, 1000 y
500 mg/kg provocaron la mortalidad en mas del 50 % de los animales del estudio, donde las dos
primeras produjeron la aparicion de signos toxicos evidentes y lesiones en los drganos. La
administracion de la dosis de 250 mg/kg no provoco la aparicion de efectos toxicos. Segun el
ensayo de toxicidad aguda oral por el método de las clases (CTA), este extracto se clasifica como
categoria 3 (moderadamente toxico).
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ABSTRACT: An experimental study was conducted to assess the potential toxic effect of a
Tephrosia vogelii Hook ethanolic extract in female Sprague dawley rats. Dose levels of 2000, 1000,
500 and 250 mg/kg were evaluated. Different parameters such as mortality, evident toxic signs,
effect on body weight, organ weight and histopathological examination showing gross lesions were
determined. The doses of 2000, 1000 and 500 mg/kg had induced mortality over 50 % of the
animals under study, where the first two produced the onset of apparent toxic signs and lesions in
the organs. The administration of doses of 250 mg/kg did not show the occurrence of toxic effects.
The extract was classified as Category 3 (moderately toxic extract) according to the oral acute
toxicity test by the class method (CTA).
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales constituyen una valiosa
alternativa terapéutica y su validacion cientifica
es una necesidad. La introduccion de estas en la
practica clinica debe efectuarse sobre una base
cientifica que valide tanto sus acciones
farmacologicas como su toxicidad (1,2). Existe
una ruta critica establecida para la evaluacion y
el desarrollo de productos farmacéuticos que

estd conformada por una serie de fases de
cumplimiento  obligatorio, que incluyen
evaluaciones farmacoldgicas y toxicologicas
experimentales. Para ello, se hace necesario
brindar seguridad en los tratamientos, por lo
que los estudios  toxicolégicos  son
imprescindibles antes de llevar un producto a
fase clinica (3).
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Tephrosia  vogelii  Hook,  conocida
comunmente como kalembe, es una planta
utilizada en la medicina tradicional en Angola
y en otros paises de Africa con muchas
finalidades. A esta planta se le atribuyen
diversas propiedades terapéuticas como son
antihelmintica, antifungica, en el tratamiento de
la tuberculosis, de la sifilis, como repelente,
entre otras (4).

La legislacion actual exige que, previamente
al registro y comercializacién, se evalle la
seguridad de todo tipo de producto, por lo que
resulta imprescindible utilizar ensayos de
toxicidad predictivos, con el fin de anular o
minimizar el uso de compuestos en los que la
relacion  riesgo/beneficio  los  declare
indeseables para la sociedad (5.6).

Con la introduccion de los nuevos métodos
toxicoldgicos alternativos, ha surgido una
variante para la estimacion y evaluacion de las
caracteristicas toxicas de una sustancia por via
oral, que tiene como objetivo la identificacion
de estas mediante un método alternativo
(toxicidad aguda por el método de las clases:
CTA) al ensayo clasico. La aplicacion de los
métodos alternativos en el campo de la
toxicologia coincide con la oposicion social al
uso indiscriminado de animales de
experimentacién, asi como la necesidad que
tenia esta ciencia de dar un paso de avance en
la evaluacion del riesgo de toxicidad, que en
ocasiones solo queda en la descripcion del dafio
que proporcionan los métodos tradicionales
(6.7).

Teniendo en cuenta el uso tradicional de esta
plantay el interés farmacologico por desarrollar
un fitomedicamento a partir de ella, se hace
necesario evaluar su potencial toxico a traves
del metodo de las Clases de Toxicidad (CTA),
para determinar los signos derivados de la
exposicion a dosis Unica de un extracto
etanolico seco procedente de la planta en
estudio y evaluar los dafios asociados a su
administracion.

MATERIALES Y METODOS

Las hojas de la planta Tephrosia vogelii

Hook se recolectaron en Huambo, Angola,

entre los meses de febrero y marzo (periodo
lluvioso) de 2013. El material vegetal se secé a
la sombra al aire libre por un periodo de 15 a 20
dias. Posteriormente, se tritur6 en un pilon
tradicional y se procedié a la reduccién del
tamafio de particula con un tamiz. El polvo
obtenido se depositdé en bolsas plasticas
previamente identificadas, protegidas del calor
y la humedad para su posterior traslado al
laboratorio de Fitoquimica del Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Cuba. Se
depositd una muestra de la planta en el herbario
del Centro Nacional de Botéanica de Luanda,
con el cddigo Hb74.

Para la preparacion del extracto etandlico se
tomaron 100 g y se maceraron en 250 ml de
etanol por 24 horas. Posteriormente, se colocd
en reflujo por ocho horas, se filtro y se llevd a
sequedad mediante rotovaporacién (Rotovapor-
R, BUCHI) a presion reducida hasta la
eliminacion total del disolvente organico. Para
el estudio se emplearon ratas hembras Sprague
dawley adultas jovenes con un peso corporal
promedio de 210-220 g. Los animales se
suministraron por el Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB); estos estaban clinicamente
sanos y las hembras eran nuliparas y no
gravidas.

Se controlaron diariamente las condiciones
ambientales del local de experimentacion, la
temperatura, la humedad relativa y la
iluminacién. Durante el estudio la temperatura
del local se mantuvo entre 20-23°C vy la
humedad relativa entre 60-70 %, con un
fotoperiodo de 12x12; el acceso al agua y al
alimento (pienso estandar para la especie) fue
ad libitum. Previo al inicio de cada ensayo, el
area se sometio a limpieza mecanica mediante
desinfeccion quimica con vapores de formol y
permanganato de potasio 'y  control
microbiolégico ambiental. Los animales se
mantuvieron en readaptacion ambiental durante
siete dias, periodo en el cual se realizaron
observaciones  para  detectar  cualquier
manifestacion clinica que indicara alguna
alteracion. En el proceso de aceptacion
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preexperimental se seleccion¢ al azar el 10 %
de los animales y se realiz6 el control de salud
de los mismos.

Los estudios se realizaron de acuerdo con los
Principios de Buenas Practicas de Laboratorio
establecidos por la OECD y de seguridad
sanitaria medioambiental que exige el Centro
para el Control Estatal de Medicamentos
(CECMED), como autoridad regulatoria
nacional y los codigos internacionales para el
cuidado y el uso de animales de laboratorio
(8,9). Toda la manipulacion de los animales se
realizd segun los principios éticos para el uso de
los animales de Laboratorio de la Republica de
Cuba y los procedimientos establecidos en el
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria.

El estudio de toxicidad aguda oral se realiz6
acorde a lo descrito en la Norma 423 de la
OECD, que describe el método de la Clase
Téxica Aguda (10). Los animales se alojaron
individualmente en cajas plasticas. El alimento
se retird 18 horas antes de la administracion y
se suministr6 pasadas tres horas del
tratamiento. Se conformaron dos grupos
experimentales (control negativo y tratado)
conformados por tres hembras cada uno,
distribuidos aleatoriamente. Al grupo control
negativo se le administr6 agua destilada y al
grupo tratado extracto etandlico de las hojas de
Tephrosia vogelii en una dosis de 2000 mg/kg.
Se exploraron diariamente los animales por
observacion clinica, con especial énfasis en
0jos, mucosas, piel, sistema respiratorio,
patrones de comportamiento, actividad motora,
convulsiones, aparicién de diarrea, letargo,
salivacion, suefio y coma. La inspeccidn clinica
de los animales se realizé al menos una vez al
dia, con mayor frecuencia si se observaban
alteraciones toxicas para minimizar la pérdida
de animales en el estudio. La duracién de cada
observacion dependi6 del tiempo que tardaron
en aparecer y desaparecer los signos de
toxicidad o muerte de los animales.

Los animales se pesaron antes de iniciar el
estudio y a los siete y 14 dias posteriores. El dia
14 los animales se sometieron a eutanasia por
dislocacion cervical y se procedio a la

evaluacion anatomopatoldgica de los érganos.
Se realiz6 el andlisis macroscopico y la
histopatologia de los 6rganos, para lo cual las
muestras se fijaron e incluyeron en parafina y
se cortaron y colorearon con hematoxilina-
eosina.

Se repitid el ensayo posteriormente en
iguales condiciones con la dosis de 1000 mg/kg
y luego se hizo necesario reducir los niveles de
dosis a evaluar, para lo cual se realiz6 un nuevo
experimento con tres grupos experimentales, un
grupo control y otros dos grupos con el extracto
etanolico de Tephrosia vogelii en los niveles de
dosis de 500 y 250 mg/kg.

Los datos  registrados  sobre el
comportamiento del peso corporal y el peso de
los 6rganos para cada dosis se compararon
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis. Para ello se emple6 el paquete
estadistico Infostat 2.0 y se emple6 como nivel
de significacion 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de la toxicidad aguda oral del
extracto etanolico de las hojas de Tephrosia
vogelii, en una dosis maxima de 2000 mg/kg,
mostro una alta toxicidad del extracto, que se
caracterizd por el registro de dos animales
muertos pasados 45 minutos de la
administracion de la sustancia.
Adicionalmente, se presentaron diferentes
signos de toxicidad aguda en los animales:
disnea, jadeo y convulsiones. Los hallazgos
macroscopicos durante la necropsia mostraron
restos de vomito alrededor de la boca, rigidez
muscular, esfinter anal relajado, midriasis
bilateral, ligera deshidratacion, enfisema
subcutaneo y congestion cerebral. Durante el
analisis macroscopico, el higado fue el érgano
que presentd mayores lesiones: coloracion
oscura, hepatomegalia, bordes redondeados y
flacidez.

La evaluacion con 1000 mg/kg mostro
similares resultados a los encontrados con la
dosis previamente descrita. También se
encontraron algunas alteraciones
macroscopicas, como son la rigidez muscular,
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la dilatacion del ventriculo izquierdo, el bazo
ligeramente aumentado de tamafio, los rifiones
flacidos, asi como O6rganos congestivos. De

igual manera, el higado mostré bordes
redondeados, coloracion roja oscura Yy
hepatomegalia.

En el caso de los medicamentos

antiparasitarios genéricos o alternativos, tanto
para uso humano como para animales, existe
una alta probabilidad de encontrar respuestas
toxicas asociadas a su estrecho margen de
seguridad, por lo que para este tipo de
sustancias se hace necesario considerar este
aspecto en el desarrollo de un medicamento
para la definicion de la dosis efectiva de
actividad antihelmintica y no toxica al
hospedero (11).

El extracto etandlico de hojas de Teprosia
vogelii evidencia la presencia de una variedad
de metabolitos secundarios, como son los
taninos, los alcaloides, los triterpenos y los
esteroides en concentraciones notables, los
cuales se presume que se encuentran asociados
a las propiedades medicinales que se les
atribuyen tradicionalmente (12). Esta especie
ha mostrado una diversidad quimica de
compuestos, entre los que se encuentran los
rotenoides y los glicésidos de flavonoides. La
presencia de rotenona no es mayoritaria en el
extracto pero esta y otros compuestos pueden
estar asociados a la manifestacion de toxicidad
encontrada en los animales en las dosis de 2000
y 1000 mg/kg. La rotenona, sustancia empleada
por décadas como insecticida, ha mostrado
toxicidad, lo que conllevé a la suspension en su
aplicacion. Con relacion a la toxicidad de los
compuestos aislados de la Tephrosia vogelii, la
Organizacion Mundial de Salud (OMS)
clasifica a la rotenona como un compuesto
moderadamente peligroso Clase Il (2001), asi
como el resto de los rotenoides de estas especies
que poseen apreciable toxicidad (13,14).

Los resultados de Githiori et al. (15)
demuestran que el uso repetido de la planta
Albizia anthelmintica contra el parésito H.
contortus en ovinos da lugar a la aparicion de

toxicidad y que una dosis de 1000 mg/kg
produce la muerte en ratones (15).

Por la toxicidad encontrada en los niveles de
dosis de 2000 y 1000 mg/kg se ensayaron las
dosis de 500 mg/kg y 250 mg/kg. Durante el
estudio de toxicidad aguda oral de la dosis de
250 mg/kg del extracto etanolico de Tephrosia
vogelii en ratas, no se produjeron muertes en las
primeras 24 horas ni en los 14 dias de
observacion posteriores a la administracion. De
los animales tratados con la dosis de 500 mg/kg,
se registr6 un animal muerto dos horas
posteriores al tratamiento.

La administracién de la dosis de 250 mg/kg
del extracto etanolico de Tephrosia vogelii no
evidencio la manifestacion de signos clinicos.
Se registrd6 una conducta normal en los
animales, con reflejo postural normal, habitos
de aseo y respuesta habitual a los estimulos
nociceptivos, ademas del consumo de
alimentos y agua como corresponde a su
especie. No se observo algun signo de toxicidad
evidente ni muerte de los animales de
experimentacion durante todo el periodo de
observacion.

Al realizar la inspeccion clinica de los
animales tratados con la dosis Unica de 500
mg/kg de extracto etandlico de Tephrosia
vogelii, hubo un animal del grupo tratado que
manifestd, 15 minutos posteriores al
tratamiento, signos tdxicos como disnea, jadeo
y nauseas; su muerte se registr6 dos horas
después. El resto de los animales de este grupo
no manifestd signos tdéxicos luego del
tratamiento y durante el resto de los 14 dias
correspondientes al periodo de observacion.

El peso corporal, como indicador de
toxicidad, se comportd de forma variable, pues
a pesar de haber diferencia significativa entre
los pesos iniciales de los grupos tratados y
control, el ritmo de crecimiento de los animales
del grupo control se vio dentro de los
parametros establecidos para la curva de
crecimiento de la especie y de la linea de
investigacion; ya para el nivel de dosis de 250
mg/kg se observd lentitud en el ritmo en los
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primeros siete dias y se recupera de 7-14 dias,
sin diferencia significativa con relacion al
grupo control. El grupo tratado con niveles de
dosis de 500 mg/kg mostrd6 una ligera
disminucion de este parametro a los siete dias,
los cuales se revertieron a los 14 dias, donde se
evidencio una ganancia de peso normal y, aun
asi presentd diferencias significativas respecto
al grupo control. En la Figura 1 se muestra el
comportamiento del peso corporal de los tres
grupos durante la investigacion.

En el analisis macroscépico de los 6rganos
no se observaron lesiones en los érganos de los
animales tratados con la dosis de 250 mg/kg con
respecto a los animales del grupo control.

Al analizar el peso de los drganos de los
animales en estudio, no se observaron
diferencias significativas entre el grupo control
y los grupos tratados (Figura 2).

En el andlisis histopatologico de los
animales muertos tratados con el extracto
etandlico de Tephrosia vogelii en dosis de 2000

mg/kg, 1000 mg/kg y 500 mg/kg, se observaron
lesiones en 6rganos como: cerebro, corazoén,
rifiones, higado, bazo y pulmones. Los 6rganos
mas afectados fueron el higado, los rifiones y
los pulmones. Las lesiones caracteristicas
encontradas en todos los 6rganos son de tipo
vascular: rotura de vasos y hemorragias, que se
acentudn fuertemente en los pulmones; lo
anterior pudiera estar relacionado con la muerte
por asfixia de los animales (Figuras 3, 4y 5).
Otras especies de este género manifiestan
efecto nefroprotector en el dafio agudo inducido
por la gentamicina en rifiones de ratas; tales el
caso del extracto etandlico de las hojas de
Tephrosia purpurea, donde se detectd la
presencia de carbohidratos, alcaloides,
glicosidos, proteinas, compuestos fendlicos,
aceites volatiles, aminoacidos, flavonoides y
saponinas y, posteriormente, se identificaron
los flavonoides rutina y quercetina en la dosis
de 200 mg/kg. Sin embargo, el maximo de dosis
tolerada de este extracto fue 2000 mg/kg (16).
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FIGURA 1. Comportamiento del peso corporal de los animales en el estudio de toxicidad aguda
oral a dosis de 250 y 500 mg/kg p.c. Todos los valores se presentan como media + EE. (p<0,05),
(Prueba de Kruskal Wallis)./ Body weight behavior of animals under the oral acute toxicity
study at doses of 250 and 500 mg/kg b.w. All values are presented as mean + SE. (p <0.05)

(Kruskal Wallis test).
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FIGURA 2. Peso de los 6rganos. Estudio de toxicidad aguda oral a dosis de 250 y 500 mg/kg
p.c. Todos los valores se presentan como media + EE. (p<0,05), (Prueba de Kruskal Wallis)./
Weight of organs. Oral acute toxicity study at doses of 250 and 500 mg/kg b.w. All values are
presented as mean + SE. (p <0.05) (Kruskal Wallis test).
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FIGURA 3. Arteritis y presencia de de bronquiolos en pulmoén de
rata en estudio de toxicidad aguda oral con extracto etandlico de Tephrosia vogelii(10
X)./Arteritis and presence of red blood cells inside the bronchioles of rat lung under oral acute
toxicity study with Tephrosia vogelii ethanolic extract (10X).
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FIGURA 4. Tubul hemorragias difusas en rifién de rata en
estudio de toxicidad aguda oral con extracto etanolico de Tephrosia vogelii (20 X)./Renal
tubules without cell nuclei and diffuse haemorrhages in rat kidney under oral acute toxicity

study with Tephrosia vogelii ethanolic extract (20 X).
|6
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FIGURA 5. Disociacion de los sinusoides hepéticos, congestion y hemorragia severa en higado
de rata en estudio de toxicidad aguda oral con extracto etandlico de Tephrosia vogelii (20
X)./Dissociation of hepatic sinusoids, congestion and severe haemorrhage in rat liver under
oral acute toxicity study with Tephrosia vogelii ethanolic extract (20 X).

CONCLUSIONES

La administracion oral del extracto etandlico
total de Tephrosia vogelii Hook (kalembe), en
un nivel de dosis de 250 mg/kg no presentd
efectos toxicos en los animales ensayados
segun las variables estudiadas. Este extracto,
segun el ensayo de toxicidad aguda oral por el
método de las clases (CTA), se enmarca como
categoria 3 (moderadamente tdxico), en las
condiciones experimentales evaluadas.
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