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Portada

El proceso comunitario de aprendizaje y aprovechamiento
sustentable de hongos comestibles a partir de residuos
agricolas, como rastrojo de maiz y frijol, representa una
alternativa agroecologica que fortalece la soberania
alimentaria, promueve el uso responsable de recursos
locales y contribuye a la revitalizacion del conocimiento
etnomicologico tradicional. La participacion comunitaria,
el intercambio gastronémico y la transmision
intergeneracional de saberes reflejan la estrecha relacion
entre patrimonio biocultural, innovacién tecnoldgica y
resiliencia social en contextos rurales indigenas.

The community-based process of learning and sustainable use
of edible mushrooms through agricultural residues, such as
maize and bean straw, represents an agroecological
alternative that strengthens food sovereignty, promotes the
responsible use of local resources, and contributes to the
revitalization of traditional ethnomycological knowledge.
Community participation, gastronomic exchange, and the
intergenerational transmission of knowledge reflect the close
relationship between biocultural heritage, technological
innovation, and social resilience in indigenous rural contexts.

por/by
Rafael Fernandez Nava
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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultdineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un namero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio
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12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

oUW t

-

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayutscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.
Cuerpo del texto: Fuente tamafo 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.
Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.
Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.
Titulo de imagenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su
descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300
dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propoésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:
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RESUMEN: Las plantas del género Monarda L. poseen fenoles, terpenos, flavonoides,
POLIBETANICA antocianinas y acidos fenodlicos presentan posibles efectos bioactivos. De Monarda
fistulosa L., se obtiene el aceite esencial y se comercializa indiscriminadamente con fines
terapéuticos. La actividad biologica de los aceites incluye efectos nematotoxicos,
repelente de insectos, antioxidante e inmunomoduladores; sin embargo, los estudios de
Nim. 62: 215-229. Julio 2026 toxicidad son limitados. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad
subaguda del aceite esencial de Monarda fistulosa (AEMF) en ratones C57BL/6 ambos
DOI: sexos para estimar su margen preliminar de seguridad. Se predijeron parametros
10.18387/nolibotanica.62.15 toxicoldgicos de los constituyentes mayoritarios del AEMF utilizando el servidor Protox
II. A partir de los valores tedricos de DLso se establecio una dosis de seguridad para el
ensayo in vivo. Se integraron 4 grupos experimentales (n=6) a los que se administraron
20, 40, 80 y 120 mg de AEMF/kg/dia y un grupo control. Se evalud diariamente el peso
de los animales, el consumo de alimento y las manifestaciones clinicas. La
administracion de 80 y 120 mg AEMF/kg registraron un 17% de letalidad; mientras que
en dosis menores no hubo decesos. Por lo tanto, una dosis de 20 mg AEMF/kg/dia no
produjo mortalidad ni alteraciones histologicas evidentes durante 21 dias, lo que sugiere
un margen preliminar de seguridad en modelos murinos.
Palabras clave: Monarda fistulosa, aceite esencial, toxicidad.

Instituto Politécnico Nacional

ABSTRACT: Plants of the genus Monarda L. contain phenols, terpenes, flavonoids,
anthocyanins, and phenolic acids with potential bioactive effects. The essential oil
obtained from Monarda fistulosa L. is commercially distributed indiscriminately for
therapeutic purposes. The biological activities of these oils include nematotoxic, insect-
repellent, antioxidant, and immunomodulatory effects; however, toxicity studies are
limited. Therefore, the objective of this study was to evaluate the subacute toxicity of
Monarda fistulosa essential oil (MFEO) in male and female C57BL/6 mice.
Toxicological parameters of the main constituents of MFEO were predicted using the
Protox II server. Based on the theoretical LDsg values, a safety dose was established for
the in vivo assay. Four experimental groups (n = 6) were established, receiving 20, 40,
80, and 120 mg MFEO/kg/day, along with a control group. Animal body weight, food
intake, and clinical signs were monitored daily. Administration of 80 and 120 mg
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MFEO/kg resulted in a 17% mortality rate, while lower doses showed no deaths. Therefore, a
dose of 20 mg AEMF/kg/d did not result in mortality or evident histological alterations over 21
days, suggesting a preliminary margin of safety in murine models.

Key words: Monarda fistulosa, essential oil, toxicity.

INTRODUCCION

El género Monarda L. (Lamiaceae) esta conformado por 20 especies de plantas herbaceas nativas
del norte de América (Native Plant Working Group, 2001). Este género se divide en dos
subgéneros distintos, Monarda y Cheilyctis. En la actualidad, las especies de este género se
cultivan ampliamente con fines ornamentales, pero también con fines medicinales (Upton, 2011;
EDQM, 2016). El uso terapéutico de las especies de Monarda se atribuye a su alto contenido de
compuestos organicos volatiles con potenciales efectos bioactivos (Vysochina, 2020). Monarda
fistulosa se ha utilizado para el tratamiento de resfriados, dolor de estomago y cabeza, heridas y
enfermedades de la piel. Diversos analisis quimicos han permitido la identificacion de fenoles
(Andre et al., 2016; Barnwal et al., 2018), triterpenos (Bullangpoti et al., 2018), monoterpenos
(Casian et al., 2020), carotenoides, vitamina C (Coltun et al., 2018), flavonoides (Bullangpoti et
al., 2018), antocianinas y acidos fenolicos a partir de la planta completa, asi como timol,
carvacrol, borneol y geraniol en el aceite esencial (AE). Las actividades bioldgicas del AE
incluyen efectos nematotoxicos, repelentes de insectos y antioxidantes, entre otros (Adebayo et
al., 2013). Los AEs de Monarda didyma L., M. citriodora Cerv. ex Lag. y M. punctata L. también
se les han atribuido diversos efectos medicinales (Adebayo et al., 2013). Los beneficios
terapéuticos de las plantas han impulsado el mercado de nutracuticos; donde el segmento de
extractos vegetales genero en el 2025 mas de 45.31 mil millones de délares. Sin embargo, muchos
de estos productos se comercializan sin evaluacion clinica robusta, lo que limita la evidencia
sobre su eficacia y seguridad (Mordor Intelligence, 2025). La regulacion variable y la falta de
estandarizacion favorecen riesgos como hepatotoxicidad, nefrotoxicidad e interacciones
farmacoldgicas, especialmente en preparados herbales (Navarro et al., 2017; Teschke et al.,
2013). El crecimiento econémico del sector resulta en un campo fértil para la generacion de
productos milagro sin rigor toxicoldgico y vigilancia post-comercializacion. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad subaguda del aceite esencial de Monarda fistulosa
en ratones C57BL/6 y definir un margen preliminar de seguridad mediante la administracion
repetida de dosis seleccionadas a partir de una estimacion tedrica de DLso para la mezcla.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y determinacion taxonémica

Las partes aéreas de Monarda fistulosa L. (Lamiaceae) en estado reproductivo (floracion) se
colectaron el 1 de junio de 2020 en los Estados Unidos de América, estado de Texas, condado de
Palo Pinto, en el area natural Fawcett Wildlife Management Area (coordenadas geograficas:
32.60172° N, —98.283722° O). La identificacion taxonémica fue realizada y validada por el
botanico Taylor Sultan Quedensley, mediante el uso de claves taxonémicas especializadas y la
comparacion con material de referencia de herbario. Un ejemplar de respaldo fue depositado en
el Herbario de la Universidad de Texas bajo el nimero de catdlogo TEX00566021 (ntimero de
colector 22308, Occurrence ID: 23d28bb3-¢725-4¢2d-93¢c4-ff44f4360de7).

Analisis quimico del aceite esencial de Monarda fistulosa L.
El aceite esencial de las partes aéreas de Monarda fistulosa L. se obtuvo por hidrodestilacion y
fue proporcionado por el Dr. Luis Cisneros-Zevallos, investigador de la Universidad de Texas
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A&M. El analisis quimico se realizd empleando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM). Se utiliz6 el cromatografo Agilent 7890B (Agilent
Technologies) acoplado a un espectrometro de masas Agilent 5977A (Agilent Technologies). La
separacion cromatografica se realizé en una columna capilar HP-5MS (30 mx0.25 mmx0.25 um;
J&W Scientific). La muestra y los estdndares de hidrocarburos se inyectaron en modo split (30:1),
con una temperatura del inyector de 280 °C. El programa de temperatura del horno inici6 a 40 °C
(1 min), seguido de una rampa de calentamiento de 8 °C/min hasta alcanzar 310 °C,
manteniéndose a esta temperatura durante 15 min. Se empled helio como gas acarreador a un
flujo constante de 1 mL/min. La deteccion se realizé mediante ionizacion por impacto electronico
(EI) a 70 eV. La temperatura de la fuente de ionizacion se mantuvo a 230 °C y la del cuadrupolo
a 150 °C. La adquisicion y el procesamiento de datos se efectuaron utilizando el software
MassHunter (Agilent Technologies). El analisis se realizo en el Laboratorio Nacional de Ciencias
para la Investigacion y Conservacion del Patrimonio Cultural (LANCIC) del Instituto de Quimica
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Prediccion de los parametros toxicoloégicos de los componentes mayoritarios del aceite
esencial de Monarda fistulosa L.

Con la finalidad de emplear el menor numero de animales para el estudio in vivo, se realiz6 una
aproximacion teoérica de los parametros toxicologicos: carcinogenicidad, mutagenicidad,
citotoxicidad de los componentes mayoritarios del AEMF: o-cimeno, timol y timoquinona
utilizando el servidor ProTox-II. Las predicciones mediante este software emplearon el modelo
de toxicidad oral aguda en roedores, basado en algoritmos de machine learning y descriptores
estructurales 2D. Se emplearon los parametros predeterminados del servidor y la estructura
SMILES como entrada (Banerjee ef al., 2018).

Establecimiento de una dosis de seguridad del aceite esencial de Monarda fistulosa L.

Para el célculo de la dosis del margen de seguridad del aceite esencial de M. fistulosa (AEMF) se
utilizé el método de estimacion de toxicidad aguda para mezclas (ATE) descrito en el Sistema
Globalmente Armonizado (United Nations, 2019) y aplicado mediante la herramienta
ChemsafetyPro (Little Pro, 2019) en la cual se emplearon los valores tedricos de DLso asi como
el porcentaje de los componentes mayoritarios del AEMF obtenidos por CG-EM: timoquinona
(15.51%), o-cimeno (23.85%) y timol (26.89%):

100/DLso =15.51/2400 + 23.85/30 + 26.89/640
DLso =118.55 mg/kg (~ 120 mg/kg)

La dosis de 120 mg/kg/dia se utilizé como dosis maxima de trabajo, al derivarse de la estimacion
teodrica de DLso de la mezcla. Se incluyeron ademas tres dosis inferiores (80, 40 y 20 mg/kg/dia)
para caracterizar la relacion dosis—respuesta, identificar niveles de tolerabilidad bajo
administracion repetida y delimitar un margen preliminar de seguridad.

Animales de experimentacion

El estudio fue aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ), bajo el nimero de registro: CICUAL-NAN-2097-23-24-1. Los procedimientos se
realizaron de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (Diario Oficial de la
Federacion, 2001) y apegandose a los requerimientos de la guia ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010). Los ratones C57BL/6 de ambos sexos
n =30 (para un poder estadistico del 80% (5 = 0.20) y de significancia a = 0.05) con un peso (30
+ 3 g) se proporcionaron y alojaron en microaisladores con cama de viruta en el bioterio del
INCMNSZ durante 20 dias antes del inicio del estudio para adaptarse al entorno. Las condiciones
de humedad relativa fueron de entre el 40% y el 70%, ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y

218



POLIBE€TANICA . . »
Num. 62: 215-229 Julio 2026 ISSN electronico: 2395-9525

temperatura ambiental de 22 + 2 °C. El alimento (LabDieT 5053 irradiado) y agua se
proporcionaron ad libitum. Los animales se asignaron aleatoriamente procurando balancear el
peso corporal en 4 grupos experimentales (n = 6) administrados durante 21 dias con las dosis de
20, 40, 80 y 120 mg/kg/dia de aceite esencial de Monarda fistulosa L. (AEMF), ademas de un
grupo control (n = 6). El calculo del tamafio de la muestra garantizé la validez estadistica y
cumpli6 con el principio de las 3R (reducir, reemplazar, refinar).

Preparacion y administracion oral de las formulaciones de aceite esencial de Monarda
fistulosa L.

El valor estimado de DLso de la mezcla mediante el método ATE se utiliz6 Ginicamente como
referencia para definir la dosis maxima de exposicion en el estudio in vivo. Debido a que el
objetivo del presente trabajo no fue determinar la DLsy experimental aguda, sino evaluar la
toxicidad subaguda por administracion repetida y establecer un rango preliminar de tolerancia, se
selecciono la dosis superior de 120 mg/kg/dia y tres dosis descendentes (80, 40 y 20 mg/kg/dia).
Este disefio permitié explorar la relacion dosis-respuesta e identificar niveles de exposicion
asociados a una menor probabilidad de toxicidad durante 21 dias.

Las formulaciones del AEMF en las dosis de 20, 40, 80 y 120 mg/kg/dia se prepararon utilizando
como vehiculo aceite de maiz (Mazola®) en tubos Falcon de 15 mL cubiertos con aluminio para
protegerlas de la luz hasta su uso. La administracion se realizd por via oral empleando una canula
esofagica curva de acero inoxidable no flexible de 18G x 1.5. Todos los procedimientos se
apegaron a las recomendaciones descritas en la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémicos (OECD, 2025); para estudios de toxicidad oral aguda en roedores, particularmente
en concordancia con los principios descritos en la OECD Test Guideline 407 (Repeated Dose 28-
day Oral Toxicity Study in Rodents). Aunque la guia establece una duracion estandar de 28 dias,
en el presente estudio se empled un periodo de exposicion de 21 dias, el cual permitié evaluar los
efectos toxicos asociados con la administracion repetida del aceite esencial dentro de un marco
experimental comparable. Se realiz6 la administracion diaria por gavage de 150 pL de la
formulacion por animal. De acuerdo con la OECD Test Guideline 407, cuando las sustancias se
administran por gavage se recomienda minimizar la variabilidad del volumen administrado entre
grupos ajustando la concentracion del compuesto, con el fin de mantener un volumen constante
entre tratamientos. Asimismo, la guia establece que el volumen administrado no debe exceder 1
mL por 100 g de peso corporal (10 mL/kg), el cual corresponde a un limite méaximo de
administracion y no a un volumen estandar obligatorio. Considerando un peso corporal inicial
promedio de 30 g, el volumen administrado en este estudio corresponde aproximadamente a 5.0
mL/kg.

Adicionalmente, los animales se monitorearon a los 20 y 30 minutos, 2 y 4-5 horas posteriores a
la exposicion a los tratamientos. Diariamente y a la misma hora se registraron el peso corporal,
el consumo de alimento a través de la diferencia de peso entre la oferta y el rechazo,
manifestaciones clinicas, aspecto fisico y cambios en el comportamiento para establecer la
severidad de los tratamientos. Los signos clinicos se clasificaron en una escala del 0 al 3, siendo
0 =normal y 3 = muy afectado. Diariamente, se registro la mortalidad de los animales, asi como
los hallazgos macroscopicos postmortem segun fuera el caso. Durante el periodo experimental,
unicamente el investigador responsable tenia conocimiento de la asignacion y tratamiento de los
grupos experimentales.

Eutanasia, obtencién de muestras y tejidos

Transcurridos 21 dias de exposicion a los tratamientos, se procedié a la eutanasia de los animales,
para lo cual fueron sometidos a un ayuno de 6 horas. El proceso se realizo mediante
exanguinacion por via porta con previa inconsciencia por saturacion con sevoflurano
(fluorometil-2,2,2-trifluoro-1-(trifluorometil) etil éter) usando una camara de anestesia, la muerte
del animal fue confirmada mediante la ausencia de reflejos y paro cardiorrespiratorio. Se tomaron
muestras de higado y rifiones, los cuales se colocaron en cassettes para inclusion en alcohol
absoluto para su posterior procesamiento (National Research Council, 2011).
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Analisis histolégico

Las muestras de higado y rifiones, tejidos previamente fijados (formalina al 10%) se sometieron
a un proceso automatizado de deshidratacion, aclaramiento e infiltraciéon en parafina utilizando
un procesador de tejidos Thermo Scientific™ Shandon™. Inicialmente, los tejidos se
deshidrataron mediante una serie gradual de soluciones de etanol de concentracion creciente (70—
100%) para eliminar el contenido de agua. Posteriormente, se realiz6 el aclaramiento con xileno.
Finalmente, las muestras se sometieron a infiltracion con parafina liquida a temperatura
controlada (~58—60 °C), permitiendo la impregnacion completa del tejido. Tras este proceso, los
tejidos se incluyeron en bloques de parafina para su posterior corte (5 um) histolégico en
microtomo; las laminillas se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para su visualizacion en
un microscopio Leica DM750 (Leica, Wetzlar, Alemania) a 40X (Delgadillo-Puga et al., 2023).

Analisis estadisticos

Los datos se reportan como la media = el error estandar (n=6). La normalidad se verificé mediante
la prueba de Shapiro—Wilk, y la homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene. Para
comparar los cambios medios de variables como el peso y el consumo de alimentos entre los
grupos durante la intervencion, se utilizo la prueba ANOVA de dos vias con medidas repetidas.
Los andlisis se realizaron con el software Jamovi y los valores de p < 0.05 se consideraron
significativos. Los datos de supervivencia fueron expresados como porcentaje acumulado y
representados graficamente mediante curvas de Kaplan-Meier.

RESULTADOS

Analisis por CG-EM del aceite esencial de Monarda fistulosa L.

El analisis del AEMF por CG-EM (Figura 1) permiti6 identificar 25 compuestos que se presentan
en la Tabla 1, de los cuales, destacaron como componentes mayoritarios la timoquinona
(15.51%), o-cimeno (23.85 %) y timol (26.89%).
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Figura 1. Perfil cromatografico del aceite esencial de Monarda fistulosa L.
Figure 1. Chromatographic profile of the essential oil of Monarda fistulosa L.
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de Monarda fistulosa L. en concordancia con la biblioteca NIST
version 3.0.
Table 1. Chemical composition of the essential oil of Monarda fistulosa L. according to the NIST library version 3.0.

No. Compuesto TR (min) (callclllezl do) Area (%)
1 a-felandreno 6.79 929 1.597
2 3-Careno 6.93 936 0.877
3 NE 7.79 979 0.672
4 0-Cimeno 8.72 1027 23.858
5 D-Limoneno 8.81 1032 1.117
6 Linalol 10.16 1101 0.552
7 endo-Borneol 11.49 1172 0.513
8 4-Terpineol 11.69 1183 3.602
9 o-Terpineol 11.92 1196 0.476
10 2-isopropil-1-metoxi-4-metilbenceno 12.85 1248 7.088
11 Timoquinona 12.99 1256 15.515
12 3-metil-2-(2-metil-2-butenil)-furano 13.64 1293 0.409
13 Timol 13.84 1304 26.892
14 Copaeno 15.21 1386 0.685
15 S-Bourboneno 15.38 1397 0.66
16 Cariofileno 15.96 1433 4.217
17 | NE 16.1 1440 0.473
18 y-muuroleno 16.82 1487 1.073
19 NE 16.93 1494 0.815
20 NE 17.17 1509 0.594
21 NE 17.41 1524 0.617
22 cis-calameneno 17.54 1532 0.616
23 Timohidroquinona 17.86 1546 5.588
24 Naftaleno 19.78 1689 0.79
25 NE 28.15 2400 0.702

TR: tiempo de retencion; IRL: indice de retencion lineal calculado;
NE: no especificado por el software.

RT: retention time; LRI: calculated linear retention index;

NA: not specified by the software.

Prediccion de parametros toxicologicos del aceite esencial de Monarda fistulosa L.
Los resultados referentes a la hepatotoxicidad, carcinogenicidad, citotoxicidad, mutagenicidad de
los componentes mayoritarios del AEMF se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Prediccion de la toxicidad de compuestos seleccionados de Monarda fistulosa L.
Table 2. Toxicity prediction of selected compounds from Monarda fistulosa L.

Compuesto | Hepatotoxico | Carcinégeno | Citotoxico | Mutagénico Pre(tll;cgl/okng)L Dss SGA
Timol No No No No 640 v
Timoquinona No No No No 2400 \Y
0-Cimeno No No 67% No 30 11

Dosis letal media (DLso); SGA = Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos
Quimicos (mg/kg/dia): Categoria I: >0-5; Categoria II: >5-50; Categoria III: >50-300; Categoria IV: >300-2000;
Categoria V: >2000-5000; Categoria VI: >5000.
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Median lethal dose (LDso); GHS = Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(mg/kg/day): Category I: >0-5; Category II: >5-50; Category III: >50-300; Category IV: >300-2000; Category V:
>2000-5000; Category VI: >5000.

Respuesta a la administracion oral del aceite esencial de Monarda fistulosa L.

Los principales signos observados tras la administracion de las dosis de 120, 80, 40 y 20
mg/kg/dia a ratones C57BL/6 (n = 6) fueron: piloereccion, respiracion forzada, inmovilidad, ojos
semicerrados, expresion facial asociada a dolor, letargia e hipotermia. Ademas, al incrementarse
los dias de administracion del AEMF, se observo disminucion del peso corporal (Figura 2A, B)
y del consumo de alimento (Figura 2C, D).
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Figura 2. Curva de peso acumulado (A, B) y consumo de alimento (C, D) durante 21 dias de la administracion de 20
(barras o lineas naranjas), 40 (barras o lineas azul claro), 80 (barras o lineas azul morado) y 120 mg/mg/dia (barras o
lineas verdes) del aceite esencial de Monarda fistulosa L. Los resultados se presentan como el promedio £ error
estandar (n=06). Las letras diferentes sobre las barras muestran diferencia (p < 0.05) estadistica significativa.

Figure 2. Body weight gain (A, B) and food intake (C, D) during 21 days of administration of Monarda fistulosa L.
essential oil at doses of 20 (orange bars/lines), 40 (light blue bars/lines), 80 (purple-blue bars/lines), and 120 mg/kg/day
(green bars/lines). Data are expressed as mean + standard error (n = 6). Different letters above the bars indicate
statistically significant differences (p < 0.05).
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Las curvas de supervivencia de Kaplan—Meier (Figura 3) mostraron ausencia de mortalidad en
los grupos control, 20 mg/kg y 40 mg/kg. Se registré una muerte en el dia 9 en los grupos de 80
mg/kg y 120 mg/kg, resultando en una supervivencia final de 83.3% en estos grupos, mientras
que los grupos de menor dosis mantuvieron una supervivencia de 100%.

1.0

©
[=4]
L

o
[=3]
L

©
=
L

—— Control
20 mg/kg
— 40 mg/kg
—— 80 mg/kg
—— 120 mg/kg

0-0 T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 150 17.5 20.0

Dias de tratamiento

Probabilidad de supervivencia

©
[
L

Figura 3. Curva de sobrevivencia de Kaplan—Meier durante 21 dias de la administracion del aceite esencial de
Monarda fistulosa L a dosis de 20 (linea naranja), 40 (linea azul), 80 (linea morada) y 120 mg/kg/dia (linea verde) del
aceite esencial de Monarda fistulosa L.

Figure 3. Kaplan—Meier survival curves over 21 days of administration of Monarda fistulosa L. essential oil at doses
of 20 (orange line), 40 (blue line), 80 (purple line), and 120 mg/kg/day (green line).

Al final del periodo experimental (Figura 2A) se observo una disminucion del peso corporal en
los animales expuestos a la dosis mas alta (120 mg/kg/dia) de aceite esencial de Monarda
fistulosa L., alcanzando valores cercanos a 26 g tras 21 dias de administracion. Este efecto podria
estar relacionado con la actividad biologica de algunos de los monoterpenos fenolicos presentes
en el aceite esencial, como timol, y o-cimeno, compuestos ampliamente descritos por sus efectos
sobre procesos metabolicos, la actividad digestiva y la fisiologia celular en modelos
experimentales (Marchese et al., 2017). En este contexto, la reduccion del peso corporal
observada en el grupo de mayor dosis podria reflejar una respuesta fisioldgica asociada con la
exposicion repetida a estos compuestos bioactivos.

Analisis histologico de higado y rifion de los animales tratados con el aceite esencial de
Monarda fistulosa L.

El analisis histoldgico del tejido hepatico (Figura 4) y renal (Figura Sy 6) se realiz6 para ratones
del grupo control y ratones expuestos a 80 y 120 mg/kg/dia de AEMF. En la Figura 4A y 4B se
presenta el tejido hepatico de los ratones C57BL/6 del grupo control, donde no se evidencian
dafios en las estructuras celulares; el parénquima se mantuvo sin cambios patolégicos aparentes.
La Figura 4C y 4D, corresponde a los cortes histologicos del higado de animales expuestos a 80
mg/kg/dia del AEMF, mientras que la Figura 4E y 4F corresponden a la dosis de 120 mg/kg/dia
del AEMF; a la dosis de 80 mg/kg/dia se observan las estructuras bien conservadas sin
infiltraciones inflamatorias, sin embargo, en el tejido hepatico de los ratones expuestos a 120
mg/kg/dia, se observan células eosinofilicas de naturaleza inflamatoria, las cuales se indican con
una flecha azul y etiqueta con la letra C (Figura 4E, 4F).
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Figura 4. Secciones histologicas del higado de ratones C57BL/6 del grupo control (A, B) y ratones expuestos a 80 (C,
D) y 120 (E, F) mg/kg/dia del aceite esencial de Monarda fistulosa L. con tincion hematoxilina y eosina (H&E). Las
flechas azules etiquetadas con la letra C sefialan células eosinofilas.
Figure 4. Liver histological sections from C57BL/6 mice in the control group (A, B) and mice treated with 80 (C, D)
and 120 (E, F) mg/kg/day of Monarda fistulosa L. essential oil, stained with hematoxylin and eosin (H&E). Blue
arrows labeled C indicate eosinophilic cells.

En la Figura 5 se presentan las secciones histologicas del area cortical del rifion de ratones
C57BL/6 del grupo control. El area cortical del rifion muestra las estructuras glomerulares
preservadas (B) con infiltracion de eritrocitos en el area mesangial (C), la capsula de Bowman
esta identificada como preservada sin engrosamiento (D); los tibulos contorneados distales estan
preservados sin cambios patologicos aparentes (E) y se observan los tubulos contorneados
proximales (F).
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Figura 5. Secciones histologicas del area cortical del rifidon de ratones C57BL/6 después de la administracion del aceite
de maiz al grupo control (A), 80 mg/kg/dia (B) y 120 mg/kg/dia (C) del aceite esencial de Monarda fistulosa L. con
tincion H&E. Las flechas azules indican a: estructura glomerular; b: drea mesangial; e: tibulos contorneados distales;
d: tibulos contorneados proximales.

Figure 5. Histological sections of the cortical area of the kidney of C57BL/6 mice after administration of corn oil to
the control group (A), 80 mg/kg/day (B) and 120 mg/kg/day (C) of the essential oil of Monarda fistulosa L. with H&E
staining. The blue arrows indicate a: glomerular structure; b: mesangial area; ¢: distal convoluted tubules; d: proximal
convoluted tubules.

En la Figura 5B se presentan las secciones del area cortical del rifion de los animales expuestos
a 80 mg/kg/dia del AEMF, en donde se muestra una arquitectura cortical renal conservada. Los
corpusculos renales presentan glomérulos definidos. Asimismo, los tibulos contorneados
proximales y distales mantienen epitelio cubico intacto, nucleos redondeados definidos y lumen
tubular conservado. En conjunto, no se observan alteraciones histopatoldgicas evidentes como
necrosis tubular, degeneracion celular marcada, esclerosis glomerular ni dilatacion tubular
severa.

En la Figura 5C se presentan las secciones histologicas del area cortical del rifion de ratones
C57BL/6 administrados con 120 mg/kg/dia del AEMF, el area cortical del rifion muestra
estructuras glomerulares con infiltracion de células inflamatorias, mientras que en el area
mesangial se observa hiperplasia, la capsula de Bowman esta identificada con engrosamiento, los
tubulos contorneados distales se observan con infiltracion de células inflamatorias y una
reduccion en el lumen aparente.

DISCUSION

Durante los ultimos afios, el interés de los aceites esenciales (AEs) ha incrementado debido a sus
diversas aplicaciones industriales y efectos bioldgicos como antimicrobianos, analgésicos y
antiinflamatorios, entre otros (Aziz et al., 2018). Sin embargo, a pesar de su origen natural, los
AEs no estan exentos de inducir efectos adversos. Este es un tema de importancia en el campo de
la salud publica, ya que actualmente se ha observado el incremento constante de nuevos productos
herbales de venta libre que carecen de estudios toxicologicos controlados a nivel preclinico y
clinico. Por lo anterior, la evaluacion de la toxicidad representa un paso clave para establecer el
margen de seguridad y limites de exposicion adecuados que permitan aprovechar el potencial
terapéutico de las especies vegetales sin causar dafio por toxicidad. Actualmente, la exploracion
de la tolerancia de los AEs en modelos murinos sigue siendo una herramienta util y el primer
paso necesario para identificar dosis seguras que puedan ser trasladadas a humanos.

El analisis quimico del AEMF por métodos cromatograficos y espectrométricos permitio
identificar al timol, timoquinona y o-cimeno como constituyentes mayoritarios, lo cual es
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consistente con lo informado en la literatura (Ghosh et al., 2020). La literatura reciente confirma
una marcada variabilidad quimica entre poblaciones, quimiotipos y etapas fenoldgicas de
Monarda fistulosa L, aunque los compuestos predominantes reportados con mayor frecuencia
incluyen timol, carvacrol, p-cimeno y, en algunos materiales vegetales, timoquinona (Gontar,
2024; Coltun et al., 2019). Estudios publicados en 2020 y 2024 muestran precisamente que la
composicion de M. fistulosa puede desplazarse entre perfiles dominados por carvacrol/timol y
perfiles con abundancia relevante de p-cimeno y timoquinona, lo cual es importante porque la
variacion composicional puede modificar de manera sustancial el perfil farmacologico y
toxicoldgico del aceite esencial (Ghosh et al., 2020; Gontar et al., 2024; Lawson et al., 2021).
Por otra parte, las aproximaciones teoricas sugieren que el timol y timoquinona no causan
hepatotoxicidad, carcinogenicidad, mutagenicidad y citotoxicidad, a excepcion del o-cimeno para
el cual se predijo un riesgo potencial del 67% en el ultimo parametro. Esta prediccion tedrica ha
sido corroborada en estudios in vitro (Souza et al., 2024). Respecto a la DLsg tedrica, timol y
timoquinona se clasificaron en la categoria IV y V del Sistema Globalmente Armonizado (SGA),
mientras que el o-cimeno fue el tinico compuesto en la clasificacion II del SGA (téxico). Los
valores tedricos de DLso y el porcentaje de componentes mayoritarios en el AEMF permitieron
establecer la dosis de seguridad de 120 mg/kg/dia para ser evaluada en un modelo murino.
Durante los 21 dias de la administracion del AEMF se observd disminucion en la ingesta de
alimento, lo cual provocd una disminucion del peso corporal. En la literatura se ha informado que
algunos AEs como los del comino (Cuminum cyminum), jengibre (Zingiber officinale) y otras
especies vegetales reducen el apetito en ratas. En dichos estudios se atribuyo6 al timol como
responsable de la actividad (Haque y Ansari, 2018). Este compuesto fue el de mayor proporcion
(26.89%) en el AEMF, por lo que podria contribuir significativamente a la respuesta observada
en el modelo murino de la presente investigacion.

Por otra parte, en la inspeccion post mortem de los animales que recibieron las dosis de 120 y 80
mg/kg/dia se observaron los rifiones sin cambios patologicos aparentes, la caimara gastrica y el
tubo gastrointestinal intactos. En cambio, el corazon presentaba cambios fisicos evidentes y se
observo necrosis hepatica parcial. El andlisis histologico del tejido hepatico después del
suministro oral del AEMF a una dosis de 120 mg/kg/dia evidencid la presencia de eosinodfilos
indicando infiltracion inflamatoria. Mientras que, el analisis del rifion de los ratones tratados con
la misma dosis, permitio identificar la presencia de infiltracion de células inflamatorias.

Como ya se menciono, los aceites esenciales presentan un amplio potencial terapéutico, su perfil
toxicoldgico puede variar significativamente dependiendo de la composicion quimica, la dosis y
la duracion de la exposicion. Investigaciones recientes han mostrado que compuestos fenolicos
presentes en aceites esenciales, como timol y carvacrol, pueden inducir efectos biologicos
dependientes de la dosis, incluyendo alteraciones en la homeostasis celular, estrés oxidativo y
respuestas inflamatorias en tejidos metabdlicamente activos como higado y rifion (Bakkali ef al.,
2008; Nazzaro et al., 2013; Abdelmohsen y Elmaidomy, 2025). En modelos animales, se ha
observado que dosis elevadas de algunos aceites esenciales pueden provocar infiltracion de
células inflamatorias y alteraciones histologicas en 6rganos como higado, rifién y corazon, lo cual
coincide con los hallazgos observados en el presente estudio. En particular, se ha descrito que
monoterpenos fenolicos como el timol pueden modular vias relacionadas con el metabolismo
hepatico y la respuesta inflamatoria, lo que podria contribuir a explicar la presencia de infiltracion
celular observada en el anélisis histoldgico (Marchese et al., 2017; Souza et al., 2024).

Los resultados obtenidos en el presente estudio también pueden interpretarse a la luz de
investigaciones recientes que han evaluado la toxicidad de aceites esenciales ricos en compuestos
fenodlicos en modelos animales (Sartori et al., 2021). Estos resultados ponen de manifiesto la
urgente necesidad de establecer regulaciones claras sobre el etiquetado de productos que
contienen aceites esenciales, asi como de llevar a cabo estudios clinicos rigurosos que permitan
evaluar su seguridad en humanos. Tal como advirtié Paracelso en el siglo XVI, “la dosis hace el
veneno”, una maxima que sigue siendo vigente y que cobra especial relevancia en el uso
indiscriminado. En conjunto, los hallazgos del presente estudio confirman que, aunque el aceite
esencial de Monarda fistulosa posee un perfil quimico caracterizado por compuestos bioactivos
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con potencial farmacoldgico, su administracion a dosis elevadas puede inducir respuestas
fisiologicas y alteraciones tisulares que deben considerarse en evaluaciones de seguridad. Por lo
tanto, la determinacion de dosis seguras y la caracterizacion toxicologica sistematica constituyen
pasos indispensables para el desarrollo responsable de productos derivados de aceites esenciales.

CONCLUSION

La administracion oral repetida del aceite esencial de Monarda fistulosa (AEMF) a dosis de 80 y
120 mg/kg/dia resultd en una letalidad del 17% de la poblacion a los 9 dias de tratamiento,
acompafiada de signos clinicos indicativos de toxicidad. En contraste, una dosis de 20 mg
AEMF/kg/dia podria considerarse segura en modelos murinos. Estos resultados destacan la
necesidad de continuar con estudios toxicoldgicos mas amplios, incluyendo evaluaciones
cronicas y ensayos clinicos controlados, con el fin de establecer con mayor precision su margen
de seguridad y su posible aplicacion terapéutica.
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