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Efectos teratogénicos del extracto acuoso de Maytenus ilicifolia (Reissek ex Mart.) sobre el
desarrollo embrionario de Gallus gallus domesticus. En Paraguay la planta medicinal Mayte-
nus ilicifolia (Cangorosa) es muy utilizada para regular la fecundidad, purificar la sangre y tratar
otras afecciones. El uso frecuente en la poblacion es con fines abortivos, empleando las hojas para
su consumo via oral, sin embargo, existe muy poca informacién acerca de sus efectos sobre el
desarrollo embrionario. Por esto se propuso como objetivo evaluar los efectos teratogénicos de
hojas de M. ilicifolia sobre el desarrollo embrionario de Gallus gallus domesticus. Para ello se pre-
pararon diferentes diluciones de extracto acuoso de hojas M. ilicifolia equivalentes a las concen-
traciones de consumo popular. Los embriones viables de G. gallus domesticus fueron expuestos,
luego de 4 dias de incubacion, a tres concentraciones del extracto acuoso (0,0004 ug.g+?, 0,0038
pg.gty 0,0382 ug.gt) y a los controles (solucién salina 34,35 ug.g* y cafeina 0,92 ug.g?), durante
10 dias mas. Posteriormente, se procedi6 a realizar la evaluaciéon morfométrica de los embriones.
Los datos obtenidos fueron analizados empleando el test de Kruskal-Wallis y el test U de Mann-
Whitney, los resultados evidenciaron diferencias significativas en las dimensiones de la cabeza y
del ala izquierda (P<0,05), también se encontraron embriones muertos y embriones con malforma-
ciones a las concentraciones evaluadas. Estos resultados sugieren que el extracto acuoso de M.
ilicifolia tendria efectos sobre el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus con un alto indice
de embriotoxicidad y retraso en el desarrollo de los mismos.
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Teratogenic effects of Maytenus ilicifolia (Reissek ex Mart.) aqueous extract on the
embryonic development of Gallus gallus domesticus. In Paraguay the medicinal plant
Maytenus ilicifolia (Cangorosa) is widely used to regulate fertility, purify blood and treat other condi-
tions. Frequent use in population is for abortion purposes, using the leaves for oral consumption;
however, there is not enough information about its effects on embryonic development. The mainly
objective was to evaluate the teratogenic effects of aqueous extract of M. ilicifolia leaves on Gallus
gallus domesticus embryonic development. For this, different concentrations of the aqueous extract
of M. ilicifolia leaves were prepared, equivalent to popular consumption. The viable embryos of G.
gallus domesticus were exposed, after 4 days of incubation, to three concentrations of the aqueous
extract (0.0004 pg.g?, 0.0038 pg.g? and 0.0382 pg.g?) and controls (saline 34.35 ug.g* and
caffeine 0.92 ug.g), for another 10 days. Subsequently, the morphometric evaluation of the em-
bryos was carried out. The data obtained was analyzed using the Kruskal-Wallis test and the Mann-
Whitney U test, results showed significant differences in the dimensions of the head and left wing
(P<0.05), dead embryos were also found at the evaluated concentrations. These results suggest
that the aqueous extract of M. ilicifolia would have effects on the embryonic development of G.
gallus domesticus with a high rate of embryotoxicity and delay in their development.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son de uso muy
comun en toda Sudamérica, se siguen utili-
zando en varios paises, tanto en poblacio-
nes ancestrales como en culturas actuales
(Huamantupa et al., 2011). Paraguay no
escapa de estas creencias y costumbres que
se transmiten de generacion en generacion,
siendo comercializadas generalmente por
el nombre comun o vernaculo y consumi-
das oralmente en forma de infusiones, de-
coctos o bebidas tradicionales como el te-
reré o el mate, sin embargo persiste en la
poblacion la creencia de que el consumo de
plantas medicinales carecen de efectos ad-
versos para la salud, y a su vez que su con-
sumo resulta mas bien beneficioso, en des-
conocimiento de que las plantas presentan
metabolitos secundarios que podrian pre-
sentar algin tipo de toxicidad en el orga-
nismo (Degen et al., 2005).

Existen numerosas especies vegetales
que son empleadas con la finalidad de re-
gular la fertilidad o con fines abortivos di-
rectamente, sin embargo, muchas de estas
especies podrian presentar efectos adver-
$0s, como ser toxicos, genotdxicos e inclu-
so teratogénicos (de Aratjo et al., 2016).

El Maytenus ilicifolia, mas cominmen-
te conocido en nuestro pais como Cangoro-
sa, es una planta dioica y nativa de Brasil,
Paraguay, Argentina, Bolivia y Uruguay,
pertenece a la familia Celastraceae, en su
mayoria son arboles o arbustos perennes
(de hasta 5 metros de altura), con hojas co-
ridceas alternas, florecen en primavera y
fructifican en verano, contienen diferentes
fitoconstituyentes dependiendo del 6rgano
vegetal, y son muy consumidos en forma
de infusiones calientes (t€), o como decoc-
ciones (bebidas tradicionales como el ma-
te) para purificar la sangre, el tratamiento

de ulceras, diurético, para regular la fertili-
dad e inducir la menstruacidn, y también
como abortivo (Alonso et al., 2007; Pin et
al., 2009; Crestani et al., 2009., Ibarrola &
Degen, 2011).

En un trabajo realizado con ratas Wistar
les fueron suministrados un extracto hidro-
acetonico de M. ilicifolia durante el perio-
do organogénico, la gestacion se desarrollo
normalmente y no se observaron cambios
durante el desarrollo del embrion, sin em-
bargo, posibles efectos toxicos como resul-
tado de la interaccion del extracto de M.
ilicifolia con los 6rganos implicados en la
proliferacion celular, asi como en tejidos
embrionarios, aun debian determinarse
(Cunha et al., 2014).

En nuestro pais no existen registros
cientificos sobre los posibles efectos tera-
togénicos que podrian ocasionar el consu-
mo de las hojas de M. ilicifolia en forma de
infusiones durante la etapa embriogénica.
A pesar de su uso popular generalizado, la
informacién embriotoxicologica cientifica
para esta especie vegetal (M. ilicifolia) so-
bre el rendimiento reproductivo sigue sien-
do limitada, es por esto que este estudio tie-
ne como objetivo principal determinar los
posibles efectos embriotdxicos y teratogé-
nicos sobre el desarrollo embrionario de
Gallus gallus domesticus.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal estudiado

Maytenus ilicifolia Reissek ex Mart.:
Paraguay. Vivero etnobotanico-jardin de
aclimatacion de plantas nativas medici-
nales del Jardin Botanico y Zoologico de
Asuncion, Departamento Central;
25°14'56" S - 57°34"23" O. Material de
herbario testigo: K. Ruiz Diaz, E. Gayozo
y Luciano Paniagua 001 (FACEN).
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Preparacion del extracto acuoso de ho-
jas de Maytenus ilicifolia

Se procedio al secado de las hojas de M.
ilicifolia de manera natural que fueron
puestas a temperatura ambiente (25°+2° C)
evitando el contacto directo con el sol o
cualquier acto que acelere dicho proceso,
seguidamente se procedi6 a la molienda de
las mismas mediante el uso de un molino
manual, el tamizaje hasta obtener las parti-
culas pulverizadas y por tltimo se realizo
el pesaje de las mismas (Hostettmann et
al., 2008).

Posteriormente se realizo la suspension
en agua destilada para el proceso de coc-
cion hasta el punto de ebullicion durante 5
minutos, hasta la obtencion de la infusion
para los tratamientos correspondientes.
Luego se procedio al filtrado con ayuda de
un equipo filtrador a modo de separar res-
tos de la molienda, una vez filtrado se em-
pled la misma como solucion stock y a tra-
vés de las cuales se obtuvieron las dilucio-
nes (0,0004 ug.g!, 0,0038 pg.g! y 0,0382
ug.g') para los tratamientos corres-
pondientes, estas diluciones se refrigeraron
a 4 °C hasta su uso (Segovia et al., 2016).

Bioensayo de evaluacion teratogénica
con embriones de G. gallus domesticus
Se emplearon un total de 30 huevos fe-
cundados, los cuales fueron verificados
con ayuda de un ovoscopio, los mismos
fueron pesados obteniéndose una media de
52,4 g por huevo. La limpieza de cada hue-
vo se realizo con Etanol 70% a modo de
eliminar la carga de agentes contaminan-
tes, luego fueron transferidos a un recipien-
te de plastico de dimensiones 15 x 30 x 11
cm recubiertos con algodon estéril. Los
huevos dispuestos equidistantes entre si se
depositaron en una incubadora (Thermo

Schaker 2502, Fanem) a temperatura cons-
tante de 3842 °C y humedad relativa del
30% (Bupp et al., 1998).

Los huevos fueron incubados en dos
fases, la primera fue por 96 horas (4 dias),
culminado este periodo se determin6 la
localizacion de la cdmara de aire con ayuda
del ovoscopio y posteriormente con una
jeringa estéril se inoculé un volumen de 0,2
mL las dosis de 0,0382 ng.g!, 0,0038 pg.g™!
y 0,0004 pg.g! del extracto de M. ilici-
folia determinadas en base al peso prome-
dio de los huevos segtn el consumo popu-
lar, como control negativo se empleo suero
fisiologico 34,35 pg.g™'y como control po-
sitivo cafeina de 0,92 pg. g'! en las camaras
de aire. Primeramente, se emplearon 6 hue-
vos en cada tratamiento; luego del proceso
de inoculacion las aberturas fueron sella-
das con parafina, todo el proceso fue reali-
zado en condiciones estériles en campana
de flujo laminar. Se depositaron nueva-
mente los huevos en la incubadora para
continuar con su desarrollo por 10 dias
mas, lo cual comprende la segunda fase de
la incubacion. Culminada la segunda fase
de incubacidn, se procedié a la apertura de
cada huevo, se extrajeron los embriones, se
depositaron en Etanol 98° GL para su
conservacion y fueron pesados en una
balanza de precision 0,0001 (KERN®)
(Pawlak et al., 2013).

Las evaluaciones de las malformacio-
nes fueron determinadas realizando medi-
ciones de las longitudes del pico (superior
e inferior); cabeza (laterolateral), alas (de-
recha e izquierda), y tarsos (derecho ¢ iz-
quierdo) con ayuda de un calibre de pre-
cision de 0,005 mm. Se calculd el por-
centaje de embriotoxicidad para cada con-
centracion del extracto de M. ilicifolia por
medio de la formula descrita por (R. et al.,
2018):
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% de Embriotoxicidad

Numero de embriones muertos
= X100

Numero total de embriones

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron analizados
empleando Test U de Mann-Whitney (5%
de error) para determinar diferencias entre
parametros morfologicos evaluados y el
test de Kruskal-Wallis, para determinar
diferencias entre tratamientos (95% de
confianza), para ello se empleo el software
estadistico Past 4.0 (Hammer et al., 2001).
Los graficos estadisticos se realizaron tam-
bién con software Past 4.0 (Hammer et al.,
2001).

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias Quimi-
cas (FCQ - UNA) con dictamen niimero
509/19.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos en el ensayo reali-
zado con las diferentes concentraciones del
extracto acuoso de M. ilicifolia en las de-
terminaciones de los pesos de los embrio-
nes del tratamiento control se registro un
valor promedio de 14,75+4,69 g y en el
control positivo se observo un promedio de
15,63+£6,39 g. En el tratamiento realizado
con el extracto a una concentracion de
0,0382 pg.g! los embriones presentaron un
peso medio de 22,67+12,21 g, con la
concentracion de 0,0038 pg.g”' se obtuvo
un promedio de 18,7+15,06 gy con la con-
centracion de 0,0004 pg.g! se observo un
promedio de 19,4+£19,37 g. Sin embargo,
estos no fueron significativamente diferen-
tes (P>0,05) en comparacion con los datos

encontrados en el control negativo (Tabla
1, Figura 1.B).

El porcentaje de embriotoxicidad halla-
do en los distintos tratamientos con el
extracto acuoso de M. ilicifolia, a la con-
centracion de 0,0004 pg.g”’ 0,0038 ug.g'y
0,0382 pg.g”! fueron del 50%, 66,67% y
50% respectivamente, observando un efec-
to embriotoxico significativo (P<0,05).
Todos evidenciaron que el extracto acuoso
de M. ilicifolia a dichas concentraciones es
toxico para los embriones de G. gallus
domesticus expuestos, resultados similares
presentaron embriones expuestos al con-
trol positivo, indicando con un 50% la
toxicidad del medio siendo significativa
(P<0,05) (Figura 1.A). Los embriones ex-
puestos al control negativo no demostraron
toxicidad alguna.

En las determinaciones de longitudes de
los picos no se evidenciaron diferencias en-
tre los distintos tratamientos (P>0,05), en
cuanto a la longitud de picos superiores se
obtuvieron en las concentraciones de
0,0004 pg.g' de 0,35£0,07 c¢m, 0,0038
pg.g! con 0,35+0,21 cm y 0,0382 pg.g’!
con 0,35+0,17cm .Sin embargo, presenta
una diferencia significativa (P<0,05) los
picos inferiores hallandose una disminu-
cion en la longitud del pico con promedio
de 0,48+0,06 cm en los embriones
expuestos al control positivo, lo que
demuestra el retraso en el crecimiento de
los embriones. Para los tratamientos de
0,0382 pg.g, 0,0038 pg.g' y 0,0004 ug.g”
' no se observaron una disminucion de la
longitud promedio de los picos inferiores
en compa-racion al control negativo con
promedios de 0,63+0,12 cm, 0,434+0,31 cm
y 0,5540,07 cm respectivamente (Tabla 1,
Figura 2.A, B).

En relacion a la longitud de la cabeza
antero-posterior, se observaron diferencias
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significativas (P<0,05), con el control po-
sitivo se obtuvo un promedio de 1,36+0,17
cm y a la concentracion mas elevada de
0,0382 ug.g"! el promedio fue de 1,17+0,25
cm, con menor longitud en comparacion a
los datos encontrados en el control nega-
tivo. A las demas concentraciones, 0,0004
ug.g! y 0,0038 pg.g! presentaron un
promedio de 1,15+0,35 cmy 1,1740,59 cm
respetivamente, estos resultaron ser signi-
ficativamente diferentes (P>0,05) en com-
paracion con el control negativo (Tabla 1,
Figura 2.C). En cuanto a la longitud de la
cabeza latero-lateral en los diferentes trata-
mientos presentaron un promedio de
1,45+0,21 cm para el tratamiento con la
concentracion de 0,0004 ug.g™!, con el tra-
tamiento a la concentracion de 0,0038
ug.g! los valores fueron de 1,43+0,64 cm
y para el tratamiento con la concentracion
de 0,0382 pg.g! fue de 1,47+0,15 cm, en
todas se observo un ligero aumento en la
longitud comparados al control negativo,
sin embargo no fueron significativos
(P>0,05) (Tabla 1, Figura 2.D). Sin
embargo, se observaron anomalias craneo-
faciales muy visibles, como reduccion del
craneo, deformidad en una region de la ca-
beza en algunos embriones.

En las determinaciones de longitudes de
las alas, el lado derecho, no registrd
diferencias significativas (P>0,05) en los
distintos tratamientos, dando un promedio
de 1,5+0,42 cm en la concentraciéon mas
baja 0,0004 pg.g-', 1,93£1,59 cm en la
concentracion de 0,0038 pgg! 'y
1,63+0,46 cm a la concentracion de 0,0382
ug.g!' que corresponde a la mas elevada,
siempre en comparacion a los datos
obtenidos en el control negativo con
valores promedio de 2,03+0,79 cm (Tabla
1, Figura 3.A). En cuanto a las longitudes
de las alas, lado izquierdo, el control

negativo registro un valor promedio de
2,03+0,79 cm, en los tratamientos realiza-
dos con la concentracion de 0,0004 pg.g™!
y 0,0382 pg.g! los embriones presentaron
diferencias significativas (P<0,05) con
aumento en las longitudes con un valor
promedio de 1,5+0,43 cm y 1,6340,52 cm
respectivamente, lo mismo se observo en
embriones expuestos al control positivo.
Sin embargo, a la concentracion de 0,0038
pg.g'! el promedio fue de 1,93+1,60 cm lo
cual no fue significativamente diferente
(P>0,05) comparado al control negativo
(Tabla 1, Figura 3.B).

Ademas, se observo que los embriones
tenian una ausencia parcial de las plumas
en ciertas partes del ala en la dosis mas ele-
vada y morfo-anatdbmicamente se observa-
ron diferencias en cuanto al tamafio de las
alas, se encontr6 ademas, que los embrio-
nes de G. gallus domesticus, presentaron
evisceracion al ser expuestos a distintas
dosis del extracto acuoso de M. ilicifolia,
siendo mas evidente a la dosis de 0,0382
ng.g'.

En las distintas concentraciones del ex -
tracto se pudo observar una gran diferencia
significativa (P<0,05) en cuanto a la lon-
gitud del tarso derecho e izquierdo en los
embriones expuestos al control positivo.
En la longitud promedio del tarso derecho
en el tratamiento control negativo se
evidenci6 un valor de 2,06+2,23 cm,
mientras que los tratamientos llevados a
cabo con las concentraciones de 0,0004
pg.gt, 0,0038 pug.g'y 0,0382 pg.g! pre-
sentaron valores promedios de 0,75+0,49
cm, 0,73+0,40 g y 0,63+£0,21 cm respec-
tivamente, sin embargo, estos resultados
no fueron significativamente diferentes
(P>0,05) en comparacion con lo hallado en
el control negativo (Tabla 1, Figura 3.C).
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El mismo comportamiento se observo
en la longitud promedio del tarso izquier-
do, el tratamiento control negativo registro
un valor promedio de 2,05+2,23 cm, los
embriones tratados con 0,0004 pg.g!
presentaron un promedio de 0,754+0,49 cm,
y tanto la concentracion de 0,0038 pg.g!
como la més elevada 0,0382 pg.g™! presen-
taron promedios de 0,77+0,45 cm vy
0,67+0,23 cm respectivamente los cuales
resultaron no ser significativos (P>0,05)
comparados al grupo control (Tabla 1,
Figura 3.D).

Estas alteraciones concuerdan, en gene-
ral, con la informacion consultada, donde a
mayores dosis, se observd mayor frecuen-
cia de malformaciones, ademas se obser-
varon evisceraciones en las concentracio-
nes mas elevadas y ausencia parcial de las
plumas en ciertas partes del ala en todas las
concentraciones expuestas (Acufia et al.,
1997).

No obstante, no se observaron dife-
rencias significativas (P>0,05) en cuanto a
los pesos de los embriones y en las longi-
tudes de las alas, solo los tarsos presen-
taron diferencias, aunque en efecto, la dieta
del organismo modelo empleado es impor-
tante, ya que exceso o deficiencia de mine-
rales o vitaminas, podrian también modi-
ficar la embriogénesis Ademads, debe
considerarse la via y el vehiculo utilizado
por la sustancia testeada, ya que la distri-
bucion, metabolismo y absorcion de éste,
también juegan un rol importante en el
desarrollo embrionario (Acuia et al.,
1997).

M. ilicifolia es una planta tradicional-
mente utilizada en nuestro pais como alter-
nativa medicinal, es utilizada como abor-
tivo, especificamente la parte de sus hojas
como té. En otros ensayos se han reportado
efectos antiulcerogénico (Ibarrola et al.,

2011). Sin embargo, el mecanismo de ac-
cion permanece desconocido como lo indi-
can en otro experimento realizado con M.
ilicifolia (Leite et al., 2010). Las hojas de
M. ilicifolia contienen mayoritariamente
triterpenos glucdsidos, flavonoides y deri-
vados de catequinas, los cuales podrian ser
los causantes de los efectos registrados
(Itokawa et al., 1991).

Ademas, en otro estudio llevado a cabo
por Cunha et al.(2014) con el extracto hi-
droacetonico de M. ilicifolia para evaluar
los efectos en el rendimiento reproductivo
femenino y desarrollo embriofetal en ratas
Wistar no presento alteracion en compara-
cion con el extracto acuoso de M. ilicifolia
el cual presentd embriotoxicidad y efectos
teratogénicos en el modelo empleado en
este estudio.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que a todas las concentraciones
del extracto acuoso de M. ilicifolia eva-
luadas, presentan embriotoxicidad y altera-
ciones en el desarrollo embrionario, evi-
denciando diferentes malformaciones, ya
sea en las dimensiones de la cabeza, en las
extremidades y en el tronco de los em-
briones de G. gallus empleados. La dosis
de 0,0382 ng.g! resultd ser la que posee un
mayor efecto adverso sobre las dimen-
siones antero-posterior de la cabeza y del
ala izquierda, asi también anomalias mor-
fo-anatdmicas como evisceraciones, re-
duccioén del tamaiio de las alas y de la cabe-
za. Para todas las concentraciones del ex-
tracto acuoso de M. ilicifolia utilizadas,
0,0382 pg.g', 0,0038 pug.g!' y 0,0004 ug.g!,
presentaron efectos embriotoxicos en el
50% de los embriones tratados, los cuales
no finalizaron el desarrollo embrionario,
sugiriendo que podria deberse a la accion
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del extracto acuoso sobre el organismo, el
tiempo de exposicion y las dosis utilizadas.
A fin de confirmar estos resultados, se re-
comienda realizar otros ensayos con meta-
bolitos secundarios aislados segun la pola-
ridad de los mismos, y empleando otros or-
ganismos modelos como ratones (Mus
musculus), mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) o pez cebra (Danio rerio) a
fin de obtener mayores detalles del posible
mecanismo de accion teratogénica, el prin-
cipio activo que lo podria estar ocasionan-
do y por sobre todo extrapolar dichos resul-
tados en poblaciones humanas.
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ANEXOS

Tabla 1: Parametros morfoldgicos evaluados en embriones de Gallus gallus domesticus
tratados con el extracto acuoso de M. ilicifolia.

Parametros Tratamientos
morfometricos . Negativo C.Positivo  0,0004 pg.g®  0,0038 pg.gt 0,0382 pg.g*
PE (9) 14,75+4,69 15,63+6,39 19,4+19,37 18,7£15,06 22,67+12,21
LPS (cm) 0,57+0,19 0,32+0,02 0,35+0,07 0,35+0,21 0,35+0,17
LPI (cm) 0,60+0,15 0,48+0,06*  0,55+0,07 0,43+0,31 0,63+0,12
LCAP (cm) 1,77+0,51 1,36+£0,17* 1,15+0,35 1,17+0,59 1,17+0,25*
LCLL (cm) 1,26+0,15 1,92+0,08 1,45+0,21 1,43+0,64 1,47+70,15
LAD (cm) 2,03+0,79 2,24+0,94 1,5+0,42 1,93+1,59 1,63+0,46
LAI (cm) 2,03+0,80 2,244+0,95* 1,5+0,43* 1,93+1,60 1,63+£0,52*
LTD (cm) 2,06+2,23 4,20+1,09* 0,75+0,49 0,73+0,40 0,63+0,21
LTI (cm) 2,05+2,22 4,2+1,09* 0,75+0,49 0,77+0,45 0,67+0,23

PE: peso de embriones, LPS: longitud del pico superior, LPI: longitud del pico inferior, LCAP: longitud de
la cabeza antero-posterior, LCLL: longitud de la cabeza latero-lateral, LDA: longitud ala derecha, LAI:
longitud ala izquierda, LTD: longitud del tarso derecho y LTI: longitud del tarso izquierdo. * Significancia

estadistica (P<0,05).
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Figura 1. A. Embriotoxicidad del extracto acuoso de M. ilicifolia a las concentraciones evaluadas. B. Peso
de los embriones de G. gallus domesticus expuestas a distintas concentraciones del extracto acuoso de M.
ilicifolia. * Significancia estadistica (P<0,05).
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Figura 2. Parametros morfologicos analizados en el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus. A.
Longitud del pico superior B. Longitud del pico inferior C. Longitud de la cabeza antero-posterior D.
Longitud de la cabeza latero-lateral. * Significancia estadistica (P<0,05).
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Figura 3. Parametros morfologicos analizados en el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus. A.
Longitud ala derecha B. Longitud ala izquierda. C. Longitud tarso derecho D. Longitud tarso izquierdo. *

Significancia estadistica (P<0,05).
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