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Abstract: The intraperitoneal administration of different extracts of Pimenta dioica (L.) Merrill (Myrtaceae) to cons-
cious normotensive and hypertensive rats caused a depression of the central nervous system (CNS). The intensity of
this depression depends on the dose. Analgesic and hypothermic effects were also observed. The total aqueous extract
was more effective than the ethanolic extract and the final aqueous fraction was the most effective. The peritoneal irri-
tation caused by the extract explains only partially the depressive effect over the CNS. When the final aqueous fraction
was given orally to SDN and SHR rats during 14 days there was no observed change on the sistolic blood pressure,

heart rate and weight of the animals.
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Las plantas se han empleado con fines cura-
tivos desde hace varios miles de afios (Farns-
worth 1985). Recientemente la utilizacién de la
medicina tradicional ha sido reconocida por la
Organizacién Mundial de la Salud como una
alternativa econémicamente viable para pobla-
ciones de paises en desarrollo ( Akerele 1988).
Es necesario el estudio cientifico del potencial
farmacolégico de los extractos vegetales utili-
zados en la medicina popular y mas importante
atn valorar su inocuidad (Farnsworth 1989).

Frecuentemente la investigacién de los pro-
ductos naturales se orienta a la bisqueda de una
sola actividad bioldgica especifica lo que no per-
mite identificar otras posibles actividades de im-
portancia (Sdnchez 1993). Es necesario someter
a los extractos de plantas medicinales a un ensa-
yo general inicial donde sea posible identificar el
verdadero potencial biolégico de los mismos
(Anénimo 1991). El ensayo hipocritico es una
de éstas pruebas iniciales a las que se deben de
someter los extractos crudos de plantas (Malone

1962). Este permite detectar actividades bioldgi-
cas que pueden ser muy diversas, da informa-
cién toxicolégica inicial , orienta sobre qué otras
pruebas bioldgicas se deben de efectuar con el
extracto y guia el fraccionamiento quimico del
extracto segiin la actividad bioldgica de las frac-
ciones (Sandberg 1987).

La Pimenta dioica (L.) Merrill es un arbol
que pertenece a la familia Myrtaceae, origina-
rio del Caribe y Centroamérica (Rogers 1963) y
popularmente conocido en Costa Rica como
“Jamaica”. Su principal uso es como especia o
condimento (Grieve 1971). En la medicina po-

~ pular centroamericana se utilizan las hojas para

el tratamiento de la hipertensién arterial, “azi-
car en la sangre”, obesidad y trastornos digesti-
vos diversos (Vargas 1990). En el Caribe se
utilizan en el tratamiento de la dismenorrea y
de dolores abdominales (Asprey et al. 1953).

Hasta donde se tiene conocimiento no hay
informes sobre los efectos bioldgicos generales
in vivo ni cardiovasculares de P. dioica.
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Los objetivos de este trabajo son los si-
guientes: 1. Describir los efectos biolégicos ge-
nerales de diferentes extractos de hojas de
P.dioica administrados por via intraperitoneal
en ratas albinas normotensas e hipertensas con-
cientes, 2. Describir los efectos del extracto con
mayor actividad bioldgica sobre la presion arte-
rial sistélica (PAS), la frecuencia cardiaca (FC)
y el peso corporal de ratas albinas concientes
normotensas e hipertensas al administrarlo
oralmente en dos dosis diferentes por un perio-
do de catorce dias.

MATERIALES Y METODOS

Extractos de plantas: Los extractos se pre-
pararon con las hojas de P. dioica recolectadas
en San Joaquin de Flores, Heredia durante los
meses de noviembre de 1993 y enero de 1994.
Se deposité un ejemplar herborizadoen el Her-
bario de la Universidad de Costa Rica, Escuela
de Biologia, bajo el nimero USJ 508060.

Un kilogramo de hojas frescas fue extraido
con 10 L de agua destilada a 70°C durante 20
minutos. Luego se filtré y se concentré al vacio
a 40°C hasta obtener 2.4 L. La mitad de este
concentrado fue liofilizado obteniéndose 64.2 g
de polvo amarillento, que se llamé extracto
acuoso total. La otra mitad del concentrado fue
extraido sucesivamente con hexano, acetato de
etilo y n-butanol, previamente purificados por
destilacion, para obtener 0.4 g, 2.9 gy 14.8 g
respectivamente, quedando un remanente de
28.6 g que se identificé como la fraccién acuo-
sa final.

El extracto etandlico se preparé con 500 g
de hojas frescas maceradas en etanol 95°C du-
rante 72 hr. Luego se filtré y concentré al vacio
hasta 200 mL que se liofilizaron obteniendo
65.5 g de extracto seco en forma de sélido
amarillento subdividido.

El extracto acuoso total, la fraccién en n-bu-
tanol y la fraccién acuosa final se disolvieron
en solucidn salina fisiol6gica para ser adminis-
trados por via intraperitoneal a los animales. El
extracto etandlico y las fracciones en hexano y
acetato de etilo del extracto acuoso se disolvie-
ron en una solucién de propilenglicol al 10%
con solucion salina.

Para la administracién oral de la fraccién
acuosa final se utiliz6 agua destilada para disol-
ver el extracto.

Ensayo hipocratico: Se utilizaron ratas
hembras Sprague-Dawley (SDN) y Sponta-
neously Hypertensive Rats (SHR) con un peso
entre 175 y 275g. El alimento y el agua se reti-
raron durante las seis horas de observacién pos-
teriores a la administracién del extracto, des-
pués de esto se permitieron ad libitum. El ex-
tracto se administré intraperitonealmente en di-
ferentes concentraciones, manteniéndose el vo-
lumen inyectado alrededor de 0.5 ml.. Para ca-
da extracto se inici6 el estudio con una dosis de
500 mg/kg. Cuando esta dosis resulté letal o
mostré una actividad biolégica elevada se ensa-
y6 con dosis menores hasta encontrar una dosis
inefectiva. En aquellos extractos con actividad

bioldgica se inyectaron dos ratas por cada
nivel de dosis para un minimo de seis ratas por
extracto y un 6ptimo de diez. Para los extractos
inactivos, se utilizaron dos ratas para 500 y
1000 mg/kg respectivamente. Ademds se reali-
z6 el ensayo con ratas control a las cuales se les
inyect6 el mismo volimen del vehiculo en el
cual se diluyé el extracto. Se hicieron controles
con solucién salina 0.9% ( p/v) y con propilen-
glicol al 10%. Se realizaron observaciones a los
5, 15, 30, 60, 90, 120 min, 4, 6, 24 y 48 hr des-
pués de inyectada la rata. Los signos y sinto-
mas inducidos por la inyeccién intraperitoneal
de los extractos fueron registrados y calificados
seguin el método de Malone y Robichaud
(1962) modificado por Sandberg (1967). En la
hoja de registro, los pardmetros observados es-
tan agrupados en aquellos que indican depre-
sion del sistema nervioso central (SNC), esti-
mulacién del SNC, pardmetros obtenidos de la
observacion de los ojos y orejas, efectos gene-
rales y efectos subjetivos.

Se realiz6 una autopsia a todos los animales,
ya sea en el momento de su muerte por efecto
del extracto o al finalizar el ensayo. Se hizo
una observacién macroscoépica de los principa-
les 6rganos ( corazén, pulmones, higado, rifio-
nes e intestinos) anotando ademds la presencia
o0 ausencia de irritacion peritoneal.

Administracion oral del extracto: Se utili-
zaron doce ratas adultas machos SDN y doce ra-
tas SHR con un peso inicial entre 200 y 250 g.
Los :animales se mantuvieron los catorce dias
que durd el experimento a temperatura ambiente
(22-26 °C), con un ciclo luz-oscuridad de 12:12
y fueron ubicados dos animales por jaula en el
laboratorio de animal intacto del Departamento
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de Fisiologia de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Costa Rica recibiendo alimento
granulado (Piensos S.A., San José, Costa Rica)
y agua potable ad libitum.

El niimero total de la muestra se calculé se-
guin la férmula n = [(z) (s)/ error maximo per-
mitido]2, [(1.96)(20)/ 812 =24 ; y el disefio ex-
perimental consistié en un modelo de bloques
completos aleatorizados. Para cada tipo de rata
(normotensas e hipertensas),se hicieron tres
grupos de cuatro ratas cada uno. A un grupo se
le dio agua destilada (0.1 ml/ 100 g de peso
corporal) dos veces al dia, y a los otros dos gru-
pos se les administré la fraccién acuosa final
del extracto acuoso de P. dioica en dos dosis
diferentes: 140 y 280 mg/kg por dia , divididas
en dos administraciones diarias (8:00 a.m. y
5:00 p.m.) durante catorce dfas. La administra-
cién del extracto y del agua destilada fue per
os, utilizando una cdnula metélica intragdstrica
(16G x 3).

Los siguientes pardmetros fueron medidos
en el sétimo, décimo y dltimo dia del experi-
mento: peso (g), presion arterial sistélica
(mmHg) y frecuencia cardiaca (lat/min).

Para la medicién de la presion arterial sist6-
lica y la frecuencia cardiaca se utiliz6 un man-
guito inflable y un micréfono colocados en la
cola de los animales, ambos conectados a un
poligrafo fisiol6gico marca NARCO BIO Sys-
tem Inc.

Los resultados se expresaron como el pro-
medio + el error estindar. Se realizé un GLM
(General Linear Model) utilizando el paquete
estadistico SAS para analizar la influencia de
los diferentes tratamientos y tipos de rata sobre
los pardmetros: peso, frecuencia cardiaca y pre-
sion arterial sistélica.El nivel de significancia
fue de p<0.05.

RESULTADOS

Ensayo hipocratico: Los resultados del en-
sayo hipocratico en las ratas normotensas, segin
el tipo de extracto y dosis administrada se resu-
men en el cuadro 1. Las ratas inyectadas con la
fraccion extraida con hexano, no presentaron
cambios fisiolégicos importantes. El resto de las
fracciones produjeron signos y sintomas seme-
jantes: disminucién de la actividad motora, pér-
dida del reflejo de enderezamiento, analgesia,
pérdida de la actividad prensil especialmente en

miembros traseros, pérdida de la reaccion de
alarma e hipotermia. En todos los casos los sig-
nos fueron dosis-dependientes y la duracion e
intensidad de los signos disminuia cuando la
dosis del extracto se hacia mas pequeiia. La do-
sis letal estuvo entre 125 y 250 mg/kg para el
extracto acuoso total, el extracto etandlico y la
fraccién en n-butanol. Para la fraccién en ace-
tato de etilo y la fraccién acuosa final estuvo
entre 250 y 500 mg/kg. En todas las autopsias
de los animales que murieron por efecto del ex-
tracto se observé como unico hallazgo positivo,
una irritacién peritoneal importante caracteriza-
da por congestién venosa y la presencia de li-
quido intraperitoneal. No se observé dafio ma-
croscopico en los principales érganos. Las au-
topsias realizadas al finalizar el ensayo fueron
todas negativas.

El extracto etandlico no present6 un efecto
analgésico tan marcado como el extracto acuo-
so total. La fraccion acuosa final provocé sig-
nos y sintomas como disminucién de la activi-
dad motora, pérdida del reflejo de endereza-
miento, analgesia, pérdida de la actividad pren-
sil, pérdida de la reaccién de alarma y disminu-
cién de la temperatura rectal a la dosis de 250
mg/kg sin causar la muerte de los animales.

Al dar la fraccién acuosa final a ratas SHR
en dosis de 500, 250 y 125 mg/kg se observé
que tanto 250 como500 mg/kg fueron letales
para todos los animales. Con 500 mg/kg la
respuesta se inicia a los 15 min de administra-
do el extracto con disminucién progresiva de
la actividad motora y analgesia similares a las
observadas en ratas SDN.Sin embargo, la dis-
minucién y pérdida del reflejo de endereza-
miento, de los reflejos corneal y pineal, la pér-
dida de la actividad prensil, pérdida de la reac-
cién de alarma, la palidez y cianosis fueron me-
nos evidentes en las ratas SHR. Con la dosis de
250 mg/kg los signos observados durante las
primeras 6 horas fueron escasos a pesar de que
todos los animales murieron antes de 24 hr. Se
observé una leve disminucién de la actividad
motora y disminucién de la temperatura rectal
lo cual fué evidente con todas las dosis. Con
125 mg/kg sélo se observé una leve disminu-
cién de la actividad motora. En la autopsia de
las ratas que murieron por efecto del extracto
se observé irritacién peritoneal con presencia
de liquido intraperitoneal. En otros érganos no
se observaron lesiones. Las autopsias realiza-
das a las 48 hr fueron negativas.



CUADRO 1

Efecto mdximo de diferentes extractos de Pimenta dioica administrados por via intraperitoneal
a ratas concientes Sprague Dawley

Extracto Dosis - Disminucién k Pérdida Analgesia  Pérdida Pérdida  Pérdida  Tamaifio Palidez  Cianosis  Disminucién Otros
mg/kg ~acitividad reflejo reflejo actividad  reaccién pupila temperatura signos
motora endereza- corneal prensil alarma (mm) °C
miento pineal
Acuoso
Total 500 +3 +3 +2 +1 +4 +4 4 +2 +2 3.8 Mortalidad
. 100% 3-5 hr
250 +2 +1 +2 0 +3 +3 2 +1 +1 34 Mortalidad
100%4-6 hr
125 +1 0 +1 0 0 +1 2 0 0 24
50 +1 0 0 0 0 0 2 0 0 32
10 0 0 0 0 0 0 1.5 0 0 2.2
Etanol 500 +3 +3 +1 +1 +4 +3 3 +1 +1 3.2 Mortalidad
: 100% 4-6 hr
250 +2 +2 +1 0 +1 0 2 +1 0 3.7 Mortalidad
100% 6-24 hr
125 +2 0 0 0 0 0 2 0 0 2.0
Hexano 500 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2.6
Acetato de 500 +2 0 +1 0 0 0 2 +1 0 37 Mortalidad
etilo 100% 6-24 hr
250 +1 0 0 0 0 0 1 0 0 29
125 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2.8
n-buta- 500 +3 +2 +1 0 0 0 3 +1 0 2.3 Mortalidad
nol 100% 4-24 hr
250 +3 +2 +1 0 0 0 3 0 0 34
125 +1 0 0 0 0 0 2 0 0 3.0
Acuoso 500 +3 +4 +2 +1 +4 +4 35 +1 +2 35 Mortalidad
final 100% 4-24 hr
250 +3 +1 +1 0 +3 +1 2.5 +1 0 4.5
125 +1 0 +1 0 0 0 1.0 0 0 1.5
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En las ratas controles a las cuales se les in-
yectd solucion salina al 0.9% p/v y propilengli-
col al 10% no se observaron signos de ningin
tipo de actividad. Si se observé una leve dismi-
nucién de la temperatura rectal que en prome-
dio fu¢ de 1.2 °C. Las autopsias todas fueron
negativas.

Administracion oral del extracto: Los
car nios en la P.A.S. durante las dos semanas
i que se administré oralmente la fraccién
acuosa final, se muestran en la Figura 1. A lo
I=rgo de este periodo todas las ratas presenta-
on un incremento de las cifras de P.A.S., y
esta tendencia no fue modificada por la admi-
nistracién de dicha fraccion. La administra-
cién de la fraccién no causé en ningin mo-
mento diferencias significativas en la P.A.S.
entre los grupos tratados y el grupo control en
ninguno de los dos tipos de rata y en ninguna
de las dosis. Claramente se observé que los
dos tipos de rata manejaban P.A.S. diferentes
(p<0.05) lo que no se alterd por la administra-
cién del extracto. En todo momento las cifras
de P.A.S. de las ratas SHR fue mayor que la
de ratas SDN (p<0.05).

La FC fue siempre mayor en las ratas SHR
que en las ratas SDN (p<0.05) excepto por la
FC alos 14 dias de tratamiento donde no hubo
diferencia segun el tipo de rata. La administra-
cion del extracto en dos dosis diferentes no
provocé cambios en la FC de los grupos trata-
dos comparados con el grupo control en ningu-
no de los dos tipos de rata. Las diferencias en
FC entre los dos tipos de rata no se debieron al
tratamiento con el extracto.

La evolucién del peso corporal durante los
14 dias de tratamiento mostr6 una clara tenden-
cia hacia la ganancia de peso. La administra-
cion del extracto no provocé diferencias esta-
disticamente significativas con el grupo control
en ninguna de las dos dosis administradas y en
ninguno de los dos tipos de ratas. El peso de las
ratas SHR siempre fue menor que el de las
SDN (p<0.05) sin que influyera en esto la ad-
ministracion del extracto.

DISCUSION

El ensayo hipocratico es una prueba multidi-
mensional utilizada al inicio del estudio de ex-
tractos de plantas medicinales para detectar ac-
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Fig. 1. Variacién de la presién arterial sistdlica en ratas
SHR y SDN durante el tratamiento con dos dosis diferentes
de la fraccién acuosa final de Pimenta dioica.

tividades biolégicas diversas, orientar el frac-
cionamiento fitoquimico y decidir sobre la uti-
lizacién de pruebas mas especificas segin los
resultados obtenidos (Anénimo 1991). En el
presente ensayo se observé que tanto el extrac-
to acuoso total como el extracto etandlico cau-
saban signos dosis-dependientes de disminu-
cién de la actividad motora, pérdida de los re-
flejos de enderezamiento, corneal y pineal, pér-
dida de la reaccién de alarma y analgesia. Estos
efectos sugieren una actividad depresora del
sistema nervioso central presente en los dos ti-
pos de extracto. Sin embargo, la actividad anal-
gésica fue mas marcada en el extracto acuoso
total y la pérdida de la reaccion de alarma tam-
bién fue mayor. Con los dos extractos se obser-
v6 midriasis y palidez de las orejas lo que su-
giere una activacién del sistema nervioso sim-
pético. La pérdida de la actividad prensil sugie-
re alteraciones del tono muscular esquelético.
La cianosis pre-mortem puede explicarse por
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trastornos de la funcién pulmonar probable-
mente por la depresion del SNC y la pérdida
del tono muscular. La presencia de un efecto
analgésico en ambos extractos coincide con su
uso en la medicina popular para el tratamiento
de dolores abdominales (Asprey et al. 1953). El
trauma de la inyeccién intraperitoneal con la
irritacién peritoneal ocasionada por el extracto
podria explicar parte de la disminucién de la
actividad motora y de la pérdida del reflejo de
enderezamiento pero no explica la totalidad de
signos que indican depresion del SNC.

Por ser més efectivo, el extracto acuoso total
fue fraccionado encontrandose que la actividad
biolégica se pierde o disminuye mucho en cier-
tas fracciones ( hexano y acetato de etilo) y
permanece casi intacta en otras (fraccién acuo-
sa final y n-butanol).

La fraccién acuosa final del extracto acuoso
fue tan efectiva como el extracto acuoso total a
la dosis de 500 mg/kg e inclusive causé una
mayor pérdida del reflejo de enderezamiento.
Los efectos observados con esta fraccién tam-
bién fueron dosis dependientes. La fraccién en
n-butanol se comporté de manera similar pero a
250 mg/kg presentaba un 100% de mortalidad
lo que no se observé con la fraccion acuosa fi-
nal a pesar de que si se observaron una gran va-
riedad de signos de efectividad. Todo esto hace
pensar que la fraccién acuosa final del extracto
acuoso es la més rica en las sustancias biologi-
camente activas y es ésta la fraccién que debe
ser mejor estudiada.

El efecto depresor del SNC podria estar im-
plicado en el efecto terapéutico atribuido por la
medicina popular a la planta cuando es utilizada
en el tratamiento de la hipertension arterial (Var-
gas 1990). Sin embargo, al administrarse durante
14 dias por via oral, la fraccién acuosa final no
tiene efecto alguno sobre la presién arterial sis-
télica lo que no coincide con el uso popular de la
planta. Esto se puede deber a muchas razones
dentro de las cuales se puede mencionar el he-
cho de que la sustancia biologicamente activa
tenga una funcién selectiva dentro del SNC y no
afecte a los centros de regulacion cardiovascular
por lo que no afecte la presion arterial. También
no se puede descartar que la vida media de la
sustancia biologicamente activa sea muy corta y
que la dosificacion tenga que realizarse en forma
mas frecuente.

Se nota que todos los extractos y fracciones
provocan una disminucién de la temperatura

rectal. Esta es una accién biolégica no esperada
ya que en la literatura consultada no hay repor-
te alguno sobre su uso como antipirético. Se su-
gieren estudios posteriores dirigidos a esclare-
cer esta accion.
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RESUMEN

La administracién por via intraperitoneal de diferentes
extractos de P.dioica a ratas albinas normotensas € hiper-
tensas concientes causa una depresién del SNC. La inten-
sidad de esta depresién dependi6 de la dosis. También se
observé un efecto analgésico e hipotérmico. Con el extrac-
to acuoso total se vié una mayor actividad bioldgica que
con el extracto etandlico y la fracccion acuosa final del ex-
tracto acuoso fue la que mostré la mayor actividad biol6gi-
ca de las fracciones. La irritacién peritoneal causada por el
extracto explica sélo en parte la accién depresora del SNC.
Al administrar por via oral la fraccién acuosa final del ex-
tracto acuoso a ratas SDN y SHR durante 14 dias no se vi6
efecto alguno sobre la presidn arterial sistélica, frecuencia
cardiaca y el peso corporal.
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