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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la toxicidad in vivo del aceite esencial de Lippia alba (pampa
orégano) sobre Rattus rattus. Materiales y métodos: Estudio experimental
controlado y aleatorizado. Se utilizaron 24 Rattus rattus variedad Long Evans las
cuales se distribuiran en 4 grupos (1 grupo control y 3 grupos experimentales)
que contendran 6 ratas cada uno (3 hembras y 3 machos). El aceite esencial se
le administro por via topica, en cola y almohadillas de las patas, una vez diaria
durante 14 dias. Las dosis probadas fueron 1000 mg/ml, 500 mg/mly 125 mg/ml;
el grupo control recibié aceite de oliva. Se evaluaron indicadores clinicos de
toxicidad (muerte, convulsiones, piloereccion y variacion ponderal), y
anatomopatolégicos de nefrotoxicidad y hepatotoxicidad (histopatologia vy
enzima alanino aminotransferasa). Resultados: Se encontré que ningun animal
murio, ni presentd convulsiones o piloereccién a alguna concentracién del aceite;
del mismo modo, tampoco se observd hepatotoxicidad y nefrotoxicidad a las
concentraciones de 500 y 125 mg/ml, sin embargo, a 1000 mg/ml se observé
alteracion grado 1. La variacion ponderal y los valores de ALT, en los grupos
expuestos al aceite esencial y control no hubo diferencia significativa (p > 0,05).
Conclusién: El aceite esencial de Lippia alba no produjo mortalidad ni
manifestaciones clinicas indicativas de toxicidad en los animales de
experimentacion. Los estudios anatomopatoldgicos mostraron ligera alteracion a

la mayor concentracién del aceite.

Palabras clave: Lippia; Pruebas de Toxicidad; Ratas (Fuente: DeCS BIREME).



ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vivo toxicity of Lippia alba (pampa oregano)
essential oil on Rattus rattus. Materials and methods: Randomized controlled
experimental study. Twenty-four Rattus rattus variety Long Evans were used,
which were distributed in 4 groups (1 control group and 3 experimental groups)
containing 6 rats each (3 females and 3 males). The essential oil was
administered topically on the tail and paw pads, once daily for 14 days. The doses
tested were 1000 mg/ml, 500 mg/ml and 125 mg/ml; the control group received
olive oil. Clinical indicators of toxicity (death, convulsions, piloerection and weight
variation), and anatomopathological indicators of nephrotoxicity and
hepatotoxicity (histopathology and alanine aminotransferase enzyme) were
evaluated. Results: It was found that no animal died, nor presented convulsions
or piloerection at any concentration of the oil; likewise, hepatotoxicity and
nephrotoxicity were not observed at concentrations of 500 and 125 mg/ml,
however, at 1000 mg/ml, grade 1 alteration was observed. The weight variation
and ALT values in the groups exposed to the essential oil and control did not
show significant differences (p > 0.05). Conclusion: Lippia alba essential oil did
not produce mortality or clinical manifestations indicative of toxicity in
experimental animals. The anatomopathological studies showed slight alteration

at the highest concentration of the oil.

Key words: Lippia; Toxicity Test; Rats (Source: MeSH NLM).
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. INTRODUCCION

En los ultimos afios han ido en aumento la aparicion de nuevos casos de
enfermedades transmitidas por vectores. Especialmente, en Sudameérica se ha
podido observar el aumento de las arbovirosis transmitidas por el vector Aedes

aegypti, los cuales son el dengue, el Chikungunya y el Zika (1-3).

En un informe publicado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
manifiesta que las enfermedades metaxénicas constituyen alrededor del 17 %
de todas las patologias infecciosas, y que anualmente generan mas de un millén
de muertes, con mas de 2 500 millones de personas en riesgo de contraer

dengue (4), y ahora también Chikungunya y Zika (5).

En Peru, segun los reportes del Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion
y Control de Enfermedades (CDC) hasta la semana epidemioldgica 32 del afio
2017, se han tenido 71 447 casos de dengue, 1 436 casos de Chikungunya y 6

242 entre casos sospechosos y confirmados de Zika (6).

Segun datos a la semana epidemiolégica 32 del 2017, Lambayeque es la sexta
region mas afectada a nivel nacional por el dengue, con un total de 1 606 casos
autéctonos; en relacién a Chikungunya, se reportaron 2 casos autoctonos y; con

respecto a Zika, se han reportado 3 casos (6,7).

Una de las principales problematicas es el control estas enfermedades,
realizandose esfuerzos en buscar medidas de prevencion efectivas (8). Ante ello,
el uso de repelentes es una forma econdmica para prevenir enfermedades
transmitidas por vectores y proporciona una alternativa a los métodos de control

de vectores que utilizan insecticidas sintéticos (9-11).

Si bien los repelentes de origen sintético han demostrado, en diversos estudios,
excelentes propiedades logrando un impacto del 30 % al 80 % de rechazo al
mosquito (12-16); sin embargo, sus efectos adversos en la salud humana
(afecciones dermatoldgicas, principalmente) y en el medio ambiente no son
despreciables. Este contexto ha llevado a un aumento gradual de la investigacion
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sobre los repelentes derivados de otras fuentes (12,17-20), en reemplazo de
este compuesto. Es aqui donde toman importancia las investigaciones sobre
repelentes derivados de productos naturales como aceites esenciales,
obteniéndose resultados favorables en cuanto al poder repelente; no obstante,
los posibles efectos adversos requieren ser estudiados pues no se dispone de

mucha informacion sobre el tema (18-23).

En el 2011, en un estudio realizado en Bolivia para evaluar la toxicidad in vivo de
determinados extractos etandlicos obtenidos de plantas autéctonas de la regidn
(B. latifolia y B. papillosa), se encontraron algunas reacciones adversas como
piloereccion o cambios en la temperatura corporal de ratones albinos suizos,

pero que no resultaron ser mortales para los mismos (24).

En Peru, se realizé un trabajo en donde se determiné la toxicidad in vivo de un
aceite esencial (Aloysia triphylla). Entre los resultados obtenidos no se
encontraron cambios significativos, tanto en la variacion ponderal como en los
estudios anatomopatolégicos, que indiquen algun grado de toxicidad en los

animales de experimentacion usados en la investigacion (25).

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar la toxicidad in vivo
del aceite esencial de Lippia alba sobre Rattus rattus para garantizar el uso
seguro del mismo, a dosis establecidas y sin la presencia de efectos adversos
que pueda condicionar su utilidad.



Il. MATERIALES Y METODOS

Tipo y diseio de investigacion

El tipo de investigacion fue un estudio experimental controlado y aleatorizado.

Diseno muestral

El aceite esencial de Lippia alba fue obtenido a partir de destilacién por arrastre
de vapor, el cual se ejecuté en un estudio previo realizado en los laboratorios de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo y, posteriormente, donados para la
realizacion de este proyecto.

Se utilizaron ratas albinas (Rattus rattus var. Long Evans) hembras y machos
proporcionados por el bioterio del Hospital Regional de Lambayeque. Los
animales fueron alojados en un ambiente en condiciones estandar de
temperatura y humedad, con alimento y agua ad libitum (a voluntad) y ciclos de

12 horas luz/oscuridad.

La muestra fue no probabilistica por conveniencia. Se distribuyeron 4 grupos (1
grupo control y 3 grupos experimentales) los cuales contenian 6 ratas cada uno
(3 hembras y 3 machos). El peso promedio de cada rata albina incluida en cada
grupo presentaba un peso aproximado entre 140 a 180 gramos en hembras y
160 a 200 gramos en machos.

Para los criterios de seleccidn se tuvieron en cuenta a las ratas de laboratorio
(Rattus rattus var. Long Evans) hembras y machos proporcionados por el bioterio
del Hospital Regional de Lambayeque que cumplan con el requisito de un peso
aproximado entre 140 a 180 gramos en hembras y 160 a 200 gramos en machos.
Asimismo, se excluyé a todas las ratas que presenten alguna patologia o que ya

hayan sido usadas en otras investigaciones previas.



Proceso de recoleccion de datos

Ensayo de toxicidad: Para el estudio de toxicidad se emplearon las
metodologias descritas por la OECD (Organization for Economic Cooperation
and Development). Inicialmente se pesdé a los animales y marcado
correspondiente. Se dispuso por subgrupo un numero de ratas a las cuales se
administrd por via topica (especificamente en las almohadillas de las patas y en
la cola) una dosis diaria durante 14 dias del aceite esencial de las siguientes
dosis: 1000 mg/ml, 500 mg/ml y 125 mg/ml. Después de la administracion de los
extractos, se observaron a los 30, 60, 120, 480 minutos, 24 horas, octavo dia y
décimo cuarto dia, se evaluaron los siguientes parametros: convulsiones,
piloereccion, variacion ponderal y mortalidad. Al grupo control se le administré
por via topica aceite de oliva una vez al dia durante 14 dias en las mismas zonas
descritas anteriormente para los grupos experimentales. Asimismo, la
nefrotoxicidad y hepatotoxicidad se midieron al décimo cuarto dia de tratamiento
post mortem en el laboratorio de anatomopatologia del Hospital Regional de
Lambayeque. De igual forma, se extrajo sangre para determinar el valor
laboratorial de la enzima alanino aminotransferasa (ALT) como marcador de
hepatotoxicidad. El sacrificio de las ratas se efectu6 empleando pentobarbital

sédico (Halatal) a una dosis de 100 mg/kg via intraperitoneal.

Todos los datos obtenidos fueron registrados en una ficha de recoleccion para

su posterior analisis (anexo 1).
Validez y confiabilidad del instrumento
Se realiz6 una ficha de recoleccidon de datos validada cualitativamente mediante

un juicio de expertos (1 bidlogo y 1 médico epidemidlogo), los cuales valoraron

la claridad y pertinencia de cada item.



Técnicas estadisticas

Los resultados obtenidos se registraron y organizaron en Excel 2016, con la
verificacion correspondiente. Luego se utilizd el paquete estadistico Stata v14.0

para su analisis respectivo.

Los datos obtenidos de naturaleza cuantitativa fueron expresados como media y
desviacion estandar, las cuales se realizaron mediante la prueba no paramétrica

de Kruskal Wallis. Las medias fueron consideradas significativas cuando p<0,05.

Aspectos éticos

Se tuvo en cuenta el cuidado, la utilizacién apropiada y el trato humanitario de
los animales empleados en la investigacion; ademas se contdé con un ambiente
fisico y espacio de acuerdo al espécimen (Rattus rattus var. Long Evans), segun
los documentos publicados por la Organizacion Panamericana de la Salud,
respecto al animal como sujeto de experimentacion. En el manejo de las
especies se tuvo en consideracion el principio de las “tres erres”. reducir,
reemplazar y refinar; esto con el propdsito de generarle al animal de
experimentacion el menor sufrimiento o dafio posible. El trabajo fue evaluado y
aprobado por el Comité de Etica para el uso de animales del Hospital Regional

de Lambayeque.



lll. RESULTADOS

Los datos tuvieron distribucién no normal. En la Tablas 1 y 2, se muestran
medianas y rangos intercuartilicos de la variacion ponderal y valores de alanino
aminotransferasa (ALT), respectivamente, en ratas de experimentacion (Rattus
rattus var. Long Evans), distribuida segun grupos experimentales (control y
concentraciones del aceite esencial de Lippia alba a 1000, 500 y 125 mg/ml). En
cuanto a la comparacion de ambos casos, tanto para la variacién ponderal como
para los valores de ALT, en los grupos expuestos al aceite esencial y control no

hubo diferencia significativa (p > 0,05).

Tabla 1. Comparacion de la variaciéon ponderal en Rattus rattus var. Long Evans

expuestas a distintas concentraciones del aceite esencial de Lippia alba.

Grupo n Me (RIC) Valor de p* Comparacion
Control 6 7,85 (5,90-9,20) A
T-1000 6 13,05 (10,20-24,40) 0.2396 A
T-500 6 15,80 (9,20-20,10) A
T-125 6 17,25 (6,50-27,50) A

Me: mediana; RIC: rango intercuartilico
*Prueba de Kruskal Wallis

Tabla 2. Comparacion de los valores de alanino aminotransferasa (ALT) en
Rattus rattus var. Long Evans expuestas a distintas concentraciones del aceite

esencial de Lippia alba.

Grupo n Me (RIC) Valor de p* Comparacién
Control 6 68,65 (51,40-77,60) A
T-1000 6 67,20 (64,20-80,30) 0.9419 A
T-500 6 80,50 (49,20-103,20) A
T-125 6 63,35 (51,60-78,10) A

Me: mediana; RIC: rango intercuartilico
*Prueba de Kruskal Wallis



En la tabla 3 se observan la mortalidad, variables clinicas (convulsiones y
piloereccion) e histopatologia de Rattus rattus expuestas topicamente al aceite
esencial de Lippia alba. Ningun animal murid, ni presentdé convulsiones o
piloereccion a alguna concentracion del aceite; del mismo modo, tampoco se
observd hepatotoxicidad y nefrotoxicidad a las concentraciones de 500 y 125

mg/ml, sin embargo, a 1000 mg/ml se observo alteracion grado 1.

Tabla 3. Numero de Rattus rattus var. Long Evans que murieron, presentaron

convulsiones, piloereccion, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad.

Grupo Mortalidad Convulsiones Piloereccion Hepatotoxicidad Nefrotoxicidad

Control 0 0 0 0 0
T-1000 0 0 0 6 (G1) 6 (G1)
T-500 0 0 0 0 0
T-125 0 0 0 0 0

G1: alteracion grado 1; G2: alteracion grado 2



IV. DISCUSION

Los compuestos naturales derivados de plantas constituyen una alternativa
valida al ser usados como repelentes de insectos, especialmente sobre Aedes
aegypti, el cual representa un problema de salud publica. En la elaboracion de
un bioproducto no solo es necesario tener en cuenta la capacidad para alejar
determinados organismos sino también el riesgo de producir reacciones

adversas.

En cuanto a la variacién ponderal de las ratas de experimentacién, se encontré
que el aceite esencial de Lippia alba no tuvo un efecto téxico significativo. Al
respecto, estudios previos han descrito que los aceites esenciales obtenidos de
la misma planta no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el

peso de los animales antes y después del tratamiento (26).

Asimismo, otro estudio encontré que los extractos etandlicos extraidos de las
especies Bachatris latifolia 'y Bacharis papillosa no modificaron significativamente

el peso corporal de los ratones hasta los 14 dias de observacion (24).

Un hecho que contrasta este estudio es el de Bermudez et al., en donde se
obtuvo que el peso como indicador de toxicidad, se mantuvo dentro los
parametros normales establecidos para la curva de crecimiento de la especie
(27).

Respecto a la piloereccion, ninguna de las ratas tratadas con el aceite esencial
a diferentes concentraciones mostro este indicador de toxicidad. Hecho distinto
ocurrid a lo reportado por Loza et al., quien encontr6 que, luego de la
administracion por via oral de determinados extractos etandlicos, las ratas de

experimentacion presentaron piloereccion en las primeras 24 horas (24).

Los niveles de alanino aminotransferasa (ALT) encontrados en los animales de
experimentacion expuestos al aceite esencial no evidenciaron diferencias
significativas con respecto al control. Por el contrario, Neira et al. hallé niveles

normales de aspartato aminotransferasas (AST) en suero después del
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tratamiento oral con aceites esenciales de Lippia alba. No ocurrié lo mismo con
los niveles de fosfatasa alcalina (FA) los cuales se encontraron elevados en

dicho estudio lo que sugirié un posible dafio hepatico transitorio (26).

En lo concerniente a los indicadores anatomopatolégicos de hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad se encontré que las ratas tratadas a concentraciones de 1000
mg/ml presentaron alteracion grado 1, esto representa una leve alteracion en la
arquitectura organica, pero sin mayor importancia clinica. Lo encontrado en la
microscopia se relaciona con los valores normales de ALT, en lo que se refiere
a toxicidad hepatica. Por otra parte, Neira et al. en su estudio para determinar la
toxicidad in vivo de aceites esenciales obtenidos de Lippia alba sobre ratones
demostré que en las biopsias hepatica, renal y esplénica no se observaron
alteraciones histopatoldgicas las cuales incluian presencia o ausencia de
aglomeraciones capilares, fibrosis y necrosis en el higado; formacion de
granulomas en el riidn y alteraciones en la arquitectura de las pulpas esplénicas
(26).

Cabe resaltar que debido al escaso volumen de aceite esencial (el cual fue
extraido en trabajos previos) no se pudo incluir en el estudio la concentracién de

250 mg/ml del aceite.

Otra limitacién fue la incapacidad de poder observar las 24 horas a los animales
de experimentacion y la probabilidad de que hayan experimentado algun

indicador clinico de toxicidad durante ese periodo.



V. CONCLUSIONES

Los ejemplares de Rattus rattus tratadas topicamente con 1000, 500 y 125 mg/ml
de aceite esencial de Lippia alba no produjeron la muerte ni manifestaciones

clinicas (peso, convulsiones y piloereccién) de toxicidad aguda.

Las especies de Rattus rattus tratadas tépicamente con 500 y 125 mg/ml de
aceite esencial de Lippia alba no mostraron evidencia de hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad aguda, sin embargo, se observo ligera alteracion tisular a la

concentracion de 1000 mg/ml.

En términos generales se puede concluir que el aceite esencial de Lippia alba es
seguro en bajas concentraciones, pero se debe tener especial precauciéon a
concentraciones altas pues ya se puso en evidencia que se pueden presentar

cambios a nivel citologico.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios complementarios donde se evalue toxicidad y
citotoxicidad del aceite esencial de Lippia alba, in vitro e in vivo, y posteriormente
realizar estudios clinicos en seres humanos para determinar la seguridad de este

producto.
Se requiere continuar con estos trabajos de investigacion para disponer de

informacion sobre toxicidad crénica, modificacion de parametros bioquimicos e

histolégicos.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha de recoleccion de datos

Aceite esencial: Lippia alba

Grupo N.° Medicién N.°:
Toxicidad Clinica
Dosis: Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6
Variacion Pre: Pre: Pre: Pre: Pre: Pre:
ponderal Post: Post: Post: Post: Post: Post:
Piloereccion
Convulsiones
Mortalidad
Toxicidad Patolégica
. Peso del érgano Hallazgo
Dosis:
Hepatotoxicidad
Nefrotoxicidad
Dosis: Resultado

Alanino aminotransferasa (ALT)




Anexo 2: Imagenes del experimento en el laboratorio

Imagen 1. Diferentes concentraciones del aceite esencial de
Lippia alba (1000, 500 y 125 mg/ml) y control (aceite de oliva).

Imagen 2. Colocaciéon de aceite esencial sobre torunda de
algoddn antes de su aplicacion sobre Rattus rattus.



Imagen 3. Aplicacion de aceite esencial en cola de
Rattus rattus.

Imagen 4. Ambiente de laboratorio destinado a sacrificio de Rattus
rattus 14 dias post exposicion a aceite esencial de Lippia alba.
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