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I. RESUMEN

Las drogas naturales extraidas de plantas pueden igualar a las
mejores medicinas, ya que la apropiada extraccién de sus productos es una
fuente potencial de medicamentos a la cual se le evalda para evidenciar
farmacoldgicamente los componentes biolégicos, asi como su actividad
téxica y potencial mutagénico. |

Este trabajo se realiz6 con el propésito de contribuir al estudio
toxicolégico de las plantas medicinales. Para ello se seleccionaron las diez
plantas mdés utilizadas de 116 de uso terapéutico comprobado.

El estudio téxico se realizd por medio del bioensayo con Artemia
salina, el cual es un método que permite determinar concentracién letal
50% (CLsg). La larva de este crusticeo es altamente sensible a una gran
variedad de sustancias quimicas y extractos de plantas, por lo que se tiene
como un modelo animal para este tipo de estudios. La CL,, de cada uno de
los diez extractos etanélicos se establecié por medio de enfrentar nauplios
de A. salina a extracto de la planta.

Las larvas de camarén salino se obtuvieron colocando huevos
deshidratados de A. salina en agua marina por 48 hr a temperatura
ambiente y fuente de luz artificial. A las 48 hrs de vida se enfrentaron con
una concentracién inicial de 2 mg/ml (concentracién final de 1,000 ppm).
Los extractos que presentaron méis del 50% de nauplios muertos a esta
concentracién fueron evaluados a tres diluciones mdis: 500 ppm, 250 ppm
y 125 ppm. Con un total de tres repeticiones por dilucién.

Esto se realiz6 por medio del micrométodo utilizando microplacas de
fondo plano a las 24 hrs se hizo recuento de larvas vivas y larvas muertas.
Cada uno de estos datos fueron procesados por el programa Finney y de
esta manera se obtuvo valores de CLg, estableciéndoce que valores
menores de 1,000 ppm eran considerados téxicos. De las diez plantas



evaluadas dnicamente dos presentaron valores menores de 1,000 ppm,
siendo éstas: Solanum americanum con 220 ppm y Lippia dulcis con 660

Por medio de este estudio se pudo concluir que el bioensayo
micrométrico de A. salina es itil para realizar un tamizaje, que divida las
plantas en téxicas y no téxicas. EIl significado de su positividad es miiltiple
y deberd evaluarse con otras pruebas de toxicidad.



II. INTRODUCCION

Guatemala posee una gran variedad de plantas medicinales que
constantemente son usadas por la poblacién, con el afin de combatir

algunas enfermedades. Se ha visto que muchas veces el uso es

injustificado, desmedido y sin ninguna precaucién, no sabiendo asi el
verdadero efecto bioldgico de éstas, ni sus consecuencias.

Existen un gran ndmero de plantas a las que se les atribuyen
distintos usos populares en Guatemala, de las cuales solamente a un
porcentaje se les ha comprobado alguna de sus propiedades terapéuticas
atribuidas. Tomando en cuenta cuales son las mds usadas por sus
diferentes acciones curativas y de las cuales se tienen datos de laboratorio,
se seleccionaron diez plantas a las cuales se les evalud in vitro su efecto
toxico haciendo uso del bicensayo con Artemia salina.

El bioensayo micrométrico con A. salina es un método que permite
realizar un tamizaje, que divide las plantas en téxicas y no téxicas, ya que
la larva de este crusticeo es altamente sensible a una gran variedad de
sustancias quimicas y extractos de plantas, la toxicidad se expresa como
concentracion letal 50% (CLsg) (1).

El bioensayo de A. salina demostré ser rdpido sencillo de realizar y lo
mds importante de bajo costo y reproducible. La ventaja de este método
radica en la facilidad de eclosién de los huevos de A. salina, el crecimiento
ripido de sus nauplios y. el mantenimiento relativamente facil de una
poblacién en condiciones de laboratorio. Esto permite que el camarén
salino sea un modelo animal simple y efectivo pdra evaluar toxicologia
(2,3).
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IIl. ANTECEDENTES

A. Validacion de plantas medicinales nativas

Existen 600 plantas a las que se les atribuyen distintos usos
populares en Guatemala, de las cuales sélo 116 se les ha comprobado
alguna de sus propiedades terapéuticas atribuidas. Tomando en cuenta
cuales son las mds usadas por sus acciones curativas y de las cuales se
tienen datos de laborat@o se escogieron diez plantas con el propésito de
determinar su actividad tdxica.

A continuacién se describen brevemente.

1. Nombre cientifico: Bixa orellana L. Familia: Bixaceae
Sinénimos: Bixa americana Poir
Nombres populares: Achiote, uajachote, kurub, xayau (quekchi).

a) Descripcién botdnica y habitat:

Arbol de 3-9 m de altura. Hojas delgadas y acorazonadas, 8-20 c¢cm de
largo y 4-15 cm de ancho. Flores de 4-5.3 cm de ancho, con 5 pétalos
blancos o lila, cédliz peludo. Semillas numerosas en celdas separadas de 5
mm de largo, cubiertas de una fina pulpa naranja.

Nativo del continente americano, se ha descrito desde México hasta
Bolivia en alturas hasta de 1,000 metros sobre el nivel del mar (4).

b) Composicién quimica:

El extracto acuoso de la pulpa roja de la semilla contiene 1,000-2,000
Ul de vitamina A por gramo, proteinas, B-caroteno y otros carotenoides
(5). El tamizaje fitoquimico indica la presencia de aminas, flavonoides,
leucoantocianinas, ftriterpenos y taninos. En las hojas se informa la
presencia de algunos alcaloides supuestamente t6Xicos no caracterizados,
flavonoides y un hidrocarburo sesquiterpénico tetraciclico llamado
ishwarano (6).
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c) Farmacologia:

El extractor acuoso de la raiz posee actividad hipotensora y
antisecretoria; los extractos acuosos y cloroférmicos de las semillas tienen
actividad hipoglucemiante (5). La maceracién etanélica de la raiz posee
actividad contra Salmonella typhiy Trichomonas vaginalis no asi contra
Escherichia coli, Salmonella. enteriridis, Shigella dysenteriae y S. flexneri
(7,8). El alto contenido de vitamina A podria explicar su accién sobre
afecciones de la piel y quemaduras (9).

2. Nombre cientifico:Tagetes {ucida Cav. Familia: Compositae (Asteraceae)
Sinénimos: Tagetes florida Sw.
Nombres populares: pericén, I'yd, Jolomocox, uci

a) Descripcion botdnica y habitat:

Hierba glabra y erecta, 30-95 cm de alto, se levanta desde una base
corta y gruesa; cimosamente ramificada. Hojas expuestas, oblongo-
lanceoladas, 5-10 cm de largo, puntiagudas, con numerosas glandulas
oleosas. Flores amarillas en pequeias cabezuelas terminales (6,10).

Nativa de México a Honduras en bosques de encino y laderas de
1,000-2,000 msnm. Abundante en la época de lluvia, desaparece en la
época seca (10).

b) Composicién quimica:

Las hojas y flores contienen: aceite esencial (11,12), alcaloides
cuaternarios, flavonoides (quercetagetina, patuletina), saponinas, taninos,
leucoantocianinas, 4cido gélico, poliacetilenos, glicésidos cianogénicos,
cumarinas (dimetilalileter de 7-hidroxicumarina, 7-metoxicumarina vy
6,7,8-trimetoxicuramina), derivados de tiofeno, a-tertienilo, poliacetilenos
{5-(3-buten-1-inil)-2,2'-bitienol) (8,11,13-15), dextrina goma, grasas,
pectina, tres resinas acidicas, taninos y sales minerales (6,16).

c) Farmacologia:

Las hojas y flores son activas contra enterobacterias (E. coli
enteropatdogena (ECEP), S. dysenterie, S. flexneri, S. typht) (7,16,17) y
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Streptococcus pyogenes (8,16,18). El extracto acuoso es activo contra ECEP,
S. enteritidis, S typhi S. dysenteriae, S. flexneri, Streptococcus pneumoniae
v S. pvogenes (17,18).

El estudio del espectro de inhibicién fue activo contra 60 por ciento
de cepas de Pseudomonas aeruginosa y 15 por ciento de cepas de S. ryphi
(10). La tintura inhibe Vibrio cholerae, la mayor actividad se extrajo con
n-hexano y la CIM es de 10 mg (19). La tintura de hojas y flores inhibe el
crecimiento de Candida albicans (16,20), Candida krusei, Candida
parapsilosis 'y Candida stellatoidea con una CIM de 1-2 mg (8). Las hojas
han demostrado actividad contra nematodos (21).

La actividad biolégica se le atribuye a «-tertienilo y herniarina (7-
metoxicumarina) que estin presentes en las hojas y flores (22).

Popularmente se le atribuye propiedad abortiva (6). La DLsy de los
extractos con actividad espasmolitica por via oral es mayor de 100 mg/kg
de peso (23). El extracto alcohdlico provoca en algunas personas sintomas
cardiovasculares (24).

. Nombre cientifico: Senna occidentalis L. Familia: Leguminosae
Nombres populares: Frijolillo, moquillo, comida de murctélago, cimarrdn,
hediondo, habilla, furrusca.

a) Descripcién botdnica y habitat:

Hierba anual o perenne de 1 m o mds de alto, hojas de 10-30 cm de
largo; racimos axilares, septados de 6-9 mm, flores con pétalos de 2 cm,
amarillos; vaina café oscuro de 6-12 cm de largo; 6-9 cm de ancho; semillas
ovales, café-olivo de 3-4 mm de largo (4,6).

Crece en bosques secos a himedos; a veces a lo largo de caminos o
cultivos a menos de 1,400 msnm. Distribuida desde el sur este de Estados
Unidos, Antillas, México, Centro América, parte tropical de Sur América y
tropicos del viejo mundo. (6).

b) Composicién quimica: _
Las semillas contienen crisofanol, emodina, cassiolina, a-sitosterol y
tres compuestos derivados de 1,4,5-trihidroxixantraquinona (isladicina,



helmintosporina y xantorina) (6) y antraquinonas (25). Las hojas contienen
multiocenol 7-ramnésido, jacudin 7-ramnosido, y biantraquinona (26)
ademds contiene glucésidos flavénicos Y antraquinonas: crisofanol,
emodina, fiscién y derivados (5). La raiz contiene flavonoides, fitosteroles
y antraquinonas (casiolina, emodina, crisofanol, islandicina,
helmintosporina y =xantonian) (3).

c) Farmacologia:

El extracto alcohdlico inhibe el crecimiento de dermatofitos tales
como: Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes var.
algodonosa, Trichophyton mentagrophytes var. granular y
Trichophyton rubrum (8).

La planta entera posee propiedad antiinflamatoria y
antihepatotdxica; las hojas y los tallos tienen propiedades hipotensoras. La
hoja y semilla muestran propiedades antibidticas. La hoja tiene actividad
cardiotéxica por via oral en el conejo. La vaina fresa es téxica para el
ganado; con signos de degenerescencia muscular y toxicidad hepitica y
renal (5).

. Nombre cientifico: Gliricidia sepium (Jacq.) Steud. Familia: Leguminosae
Sinbénimos: Robinia rosea Mill., R. maculata HBK, R. variegat Schlecht,

R. sepium Jacq., Lonchocarpus maculatus DC, Gliricia maculata Steud.,

G. lambii Femald., G. maculata var. multijuga Michell.

Nombres populares: Madre cacao, kante, kansin, madera negra, madriado,
matasarna, sacyab, yaite.

a) Descripcién botdnica y habitat:

Arbol de 10 m de alto, tronco de 30 ¢m de didmetro, corteza café
obscuro. Hojas lanceoladas, 3-7 cm de largo, pinnadas, 2-15 foliolos, verde
en la parte superior y manchas purpura en la inferior. Flores en racimos,
5-10 cm de largo. Vaina de la semilla café obscuro 10-22 cm de largo vy 1-
2 c¢m de ancho. Semillas lenticulares.
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Nativo de la Ameérica tropical en laderas hasta 1,600 msnm, se ha
introducido en todo el mundo tropical (4,6).

b) Composicién quimica:

El tamizaje fitoquimico de las hojas indica: alcaloides no cuaternarios,
saponinas, esteroles insaturados, flavonoides y polifenoles (27). El
duramen contiene flavonoides (isoflavanes, 2 butin (flavonona), isoflavan
fenélico, isoflavona (gliricidin 6a), dehidroflavol (sepinol 7a) y 8-
hidroxidihidrochalcona (glificidol 9a)) (6,9). Las hojas y corteza contienen
flavonoides (2'-o-metilsepiol, sepiol 7,3'.4'trihidroflavanona, robinetina)
(13), asi como &4cidos o-cumarinico y melilético y cumarinas (27).

c) Farmacologia:

La decoccién de las hojas es activa contra Microsporum canis y T.
mentagrophytes, con CIM de 100-200 mg y actividad fungicida vy
fungistdtica (28). La tintura de la hojas es activa contra Neisseria
gonorroheae 'y un espectro de inhibicién de 80 por ciento de cepas
patdégenas (29).

La tintura de la corteza tiene actividad antiaterogénica, aunque no
tiene actividad diurética antimicrobiana y €nddcrina (30). La decoccién de
las hojas tiene actividad expectorante (6.,9).

Las semillas y raices son tdxicas a los ratones pero no a las ratas
(6,9); la planta se dice téxica a los caballos, ganado y cabras (6,27).

. Nombre cientifico:Byrsonima crassifolia L. Kunth. Familia Malpighiaceae
Sinénimos: Byrsonima cubensis Juss., B. karwinskiana Juss.,

Malpighia crasssifolia L

Nombres populares: Nance, chi, craboo, nanche, nazin, tapal, zacpah.

a) Descripcidén botdnica y hébitat: ‘

Arbol de 3-10 m de alto, copa redondeada, tronco recto. Hojas
elipticas, 5-20 cm de largo y 4-5 cm de ancho. Flores de 5 pétalos,
amarillas, 1-2 c¢cm de ancho. Fruta en drupa, 8-12 mm de diimetro, jugosa,
dcida y tiene una semilla negra muy dura (4,6).




Nativo de México, Centro, Sur América y el Caribe en bosques secos
de pino-encino y de clima tropical hasta 1,800 msnm. (4,31.32).

b) Composicién quimica:

La corteza tiene 20-30 por ciento de taninos, 2.7 por ciento de acido
oxdlico y glucésidos (6,33). El tamizaje fitoquimico de las hojas indica
saponinas, esteroles insaturados, cardenélidos, bufadiendlicos, flavonoides,

leucoantocianinas, taninos, polifenoles (34) y triterpenoides, (birsonimol)
(13). '

c) Farmacologia:

La tintura de la corteza es activa contra enterobacterias (S. typhi S.
flexneri) (7,17), S. pneumoniae y S. pyogenes (8,18,35). Los disolventes
que mejor extraen el principio activo son etanol y acetona y la CIM del
extracto aceténico para S. pyogenes fue de 1 mg (8).

La tintura de la corteza tiene actividad contra C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis y C. stellatoidea, con una CIM de 1-2 mg (28).

A la corteza se le atribuye cierta toxicologia, aunque no hay estudios
especificos (27).

6. Nombre cientifico: Psidium guajava L. Familia: Myrtaceae
Sinénimos: Psidium pyriferum L., P. pomiferum L.
Nombres populares: Guayaba, cak, ch'amxuy, coloc, pati, posh

a) Descripcién botdnica y habitat:

Arbol de 10 m de alto, tronco 20-25 cm de didmetro, corteza suave,
pubescente. Hojas verdes, elipticas 5-15 cm de largo. Flores axilares,
blancas, 3-4 cm de ancho, penacho de 275 estambres. Frutos por fuera
granular y firme, al centro suave, lleno de pulpa jugosa.

Nativo de América tropical, sembrado comercialmente en zonas
cdlidas de Africa y Asia (36).
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b) Composicién quimica:

La planta es rica en taninos (hojas 9-10%, corteza 12-30%) (37). Las
hojas contienen grasa (6%), B-sitosterol, acido maslinico y eldgico, aceite
esencial (0.1-0.3%) compuesto de triterpenoides (B-cariofileno, 8-
bisaboleno, aromadendreno, cadaleno, cineol, eugenol, l-limoneno,
nerelidol, B-selineno, 4cidos oleandlico, ursélico, cratina como guayaverina
(3-a-arabo-piranésido y avicularina (3-arabinésido)). El tamizaje
fitoquimico del fruto indica: polifenoles, taninos, terpenos, glicdsidos
esteroidales (cardendlidos, bufadiendlicos, saponinas), antraquinonas; el de
la raiz indica leucoantocianinas, esteroles y 4cido gdlico (6,38,39). la
corteza contiene elagitaninos (10%), tales como 4-6
hexahidroxidifenilglucosa, telimagrandina I y II, peduncularina,
casuarinina, estaquicerina, estrictinitinina (40).

c) Farmacologia:

La tintura de las hojas es activa contra S. dvsenteriae, E. coli, S. typhi
S. aureus'y S. pneumoniae (78), S. flexneri y P. aeruginosa; presenta
actividad antifungica contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis 'y C.
stellatoidea con una CIM de 1-2 mg (41). La maceracién hidroalcohdélica
inhibe 80 por ciento de cepas de E. coli, S. dysenterieae, S. pyogenes y S.
typhi (42). El mejor disolvente es etanol y la CIM 5 mg para S. typhi y S.
aureus. (8). El extracto acuoso de raiz y hojas es antibacteriano (43),
actividad atribuida a los flavonoides (avicularina, guayaverina y
quercetina). En la decoccién acuosa de las hojas se encontré actividad
inicamente contra Epidermophyton floccosum de seis dermatofitos
patdgenos ensayados (28).

La infusidén de las hojas es activa contra 7. vaginalis (44), lo cual
podria atribuirse al 4cido psididlico que tiene actividad antiprotozodrica.
Las hojas son activas in vitro contra Plasmodium falciparum, (45) vy
contra hongos fitopatégenos (Drechslera oryzae, Dysdercus cingulatus,
Ustilago hordei y U. tritici) y virus del mosaico del tabaco (21)

Por su contenido de taninos y su actividad astringente es efectiva en
el tratamiento de diarrea, indigestién y espasmo abdominal (9). Al fruto se
le atribuye actividad abortiva (6).
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7.

Nombre cientifico: Phlebodium aureum John Smith. Polypodium
leucotomos Poir. Familia: Polypodiaceae

Sinonimos: Polypodium aureum L.; P. calahuala 1.

Nombres populares: Calaguala, polipodio
a) Descripcién botdnica y habitat:

Helecho epifito 8-15 mm de grueso, densamente cubierto con una
peluza dorado-café. Frondas separadas, arqueadas o esparcidas; sobre
tallos brillantes, cafés, 15-30 cm de largo. Hojas ovado-oblongas, 30-120
cm de largo, 20-40 cm de ancho, divididas en segmentos puntiagudos (6).

Nativo de Centro América. Crece silvestre en troncos de palmas,
drboles de encino y en roca caliza desintegrada, en situaciones de gran
humedad. Se encuentra en México, Centro y Sur América (6).

b) Composicién quimica:

El rizoma contiene azicar, aceite esencial, mucflago, almidén, nitrato
de potasio y colorante rojo (46); ademis contiene calagualina, polipodina,
aceites grasos y taninos (47) asi como esteroides (ecdisterona y dos
ecdisonas como la polipodaureina) (6,13).

c) Farmacologia:

El extracto de hojas es activo contra bacterias fitopatégenas
(Xanthomonas campestris) (21). La decoccién del rizoma produce
moderada actividad diurética en ratas (48). En tejidos tumorales, una de
sus saponinas (anapsos) reduce la incorporacién de nucleoproteinas y
precursores, por un mecanismo anabolizante opuesto a la accién de los
citostaticos (49). En pacienies con neoplasias avanzadas se ha demostrado
que la calagualina produce un ligero aumento de la sobrevivencia sin
producir efectos indeseados (50). En voluntarios sanos, la administracién
de anapsos por via oral disminuye la respuesta linfoblasticas a la
estimulacidn con mitégenos, los niveles de inmunoglobulinas séricas y la
proporcmn de células T (51). Este efecto ha sido observado en pacientes
pSOI‘lEtthOS (52) lo que podria explicar la mejoria clinica observada (53).



8; Nombre cientifico:Smilax lundellii Killip & Morton, Familia: Smilacaceae
Nombres populares: Zarzaparrilla, bejuco de la vida, cocolmeca cuculmeca,
diente de chucho, palo de la vida.

a) Descripcién botdnica y habitat:

Enrredadera del género Smilax. S. lundellii es de ramas inferiores
firmes, robusta, cilindricas, estriadas, con espinas fuertes, ramas
superiores sin espinas, peciolos de 1-2.5 c¢m de largo, articulados; rizoma
lefioso de color rojo. ‘Hojas lanceoladas, verde-café, inferiores 27 cm de
largo. Pedidnculo fructoso de 7-10 mm de largo.

Nativa de México y Centro América en bosques humedos hasta 1,300
msnm. (54,55).

b) Composicién quimica:

El tamizaje fitoquimico de S. [lundellii  indica la presencia de
alcaloides, aceite esencial, esteroides insaturados, glicésidos esteroidales
(saponinas, cardenélicos, bufadienélicos, flavonoides, leucoantocianinas,
taninos, polifenoles, resinas, azucares y grasas (54). Se han aislado
agliconas esteroidales (sarsapogenina, smilagenina y parrillina), B-
sitosterol, stigmasterol, 4cido sarsdpico (56), otros componentes son
polinastanina, 4dcido paroaparico, resinas, aceites, acidos grasos (palmitico,
estedrico, behenico, oleico y linolénico) (37).

c) Farmacologia:

La tintura de la raiz es activa contra P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi
S. dysenteriae, S. flexneri 'y S. pyogenes (48,54), aunque no es activa
contra V. cholerae (19). Estudios de la actividad antifingica in vitro
demuestran que la decoccién y el extracto metandlico de rizomas de S,
lundellii tienen actividad contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis y C.
stellatoidea, con una CIM de 1-2 mg. La decoccién de rizoma tienen
actividad contra E. floccosum y T. mentagrophytes (19).

La actividad antimicrobiana se atribuye a las saponinas, pero en
particular a sarsasapogenina y parillina. La decoccién de la raiz y rizoma
de S. lundellii tiene actividad diurética en ratas comparable a la
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hidrocloritiazina (48,54). La sarsasapogenia tiene actividad
antiinflamatoria (58). .

El extracto liquido de la raiz es de uso oficinal en varios paises, por
su actividad antirreumdtica, antisiseptica y antiprurritica se recomienda
para el tratamiento de psoriasis y reumatismo crénico (539). La
zarzaparrilla es oficinal en la USP desde 1820 (57).

La decoccidon de las raices de S. lundellii tiene una DLsg por via oral
en ratones mayor de 30 g/kg (48,54).

. Nombre cientifico:Solanum americanum Miller Familia: Solanaceae
Sinénimos:S. nodiflorum Jacq.
Nombre populares: Quilete, macuy, hierba mora, chichiquelite,

a) Descripcién botdnica y habitat:

Hierba de 1 m de alto, tallo pubescente. Hojas lanceoladas 3-14 cm
de largo, dpice agudo. Flores en cailices de 1-2 mm, limbo partido, 5-8 mm
de ancho, estilo 2.5-3.5 c¢cm de largo. Frutos globosos, 4-8 mm de didmetro;
semillas pequeiias.

Nativa de América, crece en matorrales Yy sembradios de 350-1,500
msnm. (60).

b) Composicién quimica:

S. americanum contiene alcaloides (solasodina, solasonina,
glucoalcaloides) y alcaminas (6).
¢) Farmacologia:

La decoccién de S. americanum tiene actividad contra S. aureus
(17,18). La decoccién y tintura de las hojas de S. americanum es activa
contra C. albicans (61)y Cryptococcus neoformans (62). La actividad
antibidtica fungicida e insecticida del género Solanum se atribuye a o-

solanina. La «-solanina tiene una DLs, de 42 mg/kg por via intraperitoneal
(56)-
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10. Nombre cientifico: Lippia dulcis Trev. Familia: Verbenaceae
Sinénimos: Phylla scaberrima Moldenke; P. dulcis Moldenke: Zapania
scaberrima Juss.
Nombres populares: Oroziz, hierba dulce

a) Descripcion botdnica y habitat:

Hierba perenne, lefiosa en la base, 40-60 cm de alto, tallos estrigosos
o glabros. Hojas oblongo-ovadas, 1-6 cm de largo, peludas en la parte
inferior, dulce al masticarlas; peciolos de 0.5-1.5 cm: cabezuelas florales, 6
mm de grueso, hasta 3 cm de largo; cdliz minimo: corola blanca, 1-1.5 mm
de largo.

Nativa del sur de México a Panaméi en orilla de bosques o riveras de
1{0s, terrenosos abiertos y pastizales hasta 1,800 msnm. (63)-

b) Composicién quimica:

~ El tamizaje fitoquimico de las hojas demostré aceite esencial, acidos
orgdnicos, alcaloides, hidrocarburos alifiticos, azicares y ésteres (64). Fl
compuesto endulcorante es la hernandulcina que representa el 0.004 por
ciento de la hierba seca; de existir potencial en su uso, se estima que seria
mas rentable la industrializacién de la molécula de sintesis que la obtenida
naturalmente (65)-

c) Farmacologia:

La tintura de las hojas inhibe S. typhi S. flexneri, S. aureus y §.
pneumoniae (18,41). La Nueva Materia Médica y la Farmacopea Mexicana
la reconocen como demulcente, emenagoga y expectorante, con accién
alternativa sobre la mucosa bronquial, (14,65). El principio endulcorante es
la hernandulcina, pero su uso es limitado ya que la cantidad presente es
baja (65)

El alcanfor presente puede ser téxico (DLsy de 50 mg/kg); se sabe
que cruza la placenta y podria ser la causa de poder abortivo que se le
atribuye popularmente (65)-
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B. Importancia de la toxicidad de los productos naturales

Los recientes descubrimientos fitoquimicos indican que los productos
naturales podrian susbstituir a los derivados del petréleo o productos de
sintesis; la apropiada extraccién de productos de plantas también han sido
fuentes potenciales botanoquimicas, a las cuales, se les evalia para
evidenciar los componentes activos biologicamente, tanto contra bacterias
y hongos como su actividad téxica y su potencial mutagénico (66).

Las drogas naturales extraidas de plantas pueden igualar a las
mejores medicinas. Afortunadamente se han descubierto y desarrollado
nuevas drogas a base de plantas, lo que se ha logrado por un esfuerzo
interdiciplinario entre la Etnoboténica, Farmacognosia, Bioquimica, Quimica
Analitica, Farmacologia, Fitoquimica, Farmaceiitica y Medicina. Estos
productos reciben el nombre de fitofirmacos (67).

Es de gran importancia el estudio de estos productos
- fitofarmaceiticos, ya que se consumen para fines terapetdticos, ingiriendo
grandes cantidades por tiempo prolongado, sin saber su efecto bioldgico
real (1).

Se han planteado algunas hipétesis acerca de que la presencia de
ciertos materiales de plantas pueden ser agentes téxicos al higado cuando
éstas son usadas como hierbas medicinales (68). Asi mismo se ha evaluado
el potencial mutagénico que estas plantas puedan tener, el cual se
encuentra asociado a su riqgueza en flavonoides y_taninos, teniendo algunos
de éstos actividad mutagénica (1). "m"’Fﬂﬂﬂ OF L4 DMVERSIDAD BF SA caLgs e GUATEMALA

dto.!rolcca Centrgy,

Muchos quimicos contenidos en plantas que manifiestan su
teratogenicidad en animales han demostrado ser inocuos en humanos. Sin
embargo, alin queda por demostrarse si la falta de respuesta en los
humanos se deba a sensibilidad disminuida, generalmente debida a niveles
de exposicién subteratogénicos o a la falta de métodos apropiados para
identificar teratégenos humanos. Por otro lado, con excepcién de los
cumarinicos, aquellas drogas que han sido aceptadas como teratégenos
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humanos han demostrado ser teratogénicas en una o més especies de
laboratorio. Sin embargo, ninguna especie ha demostrado ser claramente
efectiva en la deteccién de teratégenos humanos (69).

Entre las especies con las cuales se ha experimentado, se encuentran
los roedores, la rata y el ratén son los que mejor han ejemplificado 1Ia
reaccién en humanos. La rata es la mds utilizada en laboratorio, la
suceptibilidad de'ésta a supuestos teratégenos ha sido variable. La
seleccién de estas especies se ha basado en su amplia disponibilidad, bajo
costo y su largo historial como animal de laboratorio (69).

Los conejos han sido utilizados rutinariamente, como especies no
roedoras por la mayoria de las agencias reguladoras y se ha observado que
es la especie en la que ocurren con menos probabilidad hallazgos falsos-
positivos. Se ha sugerido que el hurén pueda servir como alternativa en
lugar del conejo, como especie no roedora, en parte por su similitud con la
placenta humana y su utilidad en el estudio de toxicologia reproductiva.
Entre otras especies menos usadas para pruebas, los primates ofrecen un
mayor nivel de predileccién que otros. Es de enfatizar que a pesar del
paralelismo entre el humano y el mono en lo que concierne a la
teratogenicidad no se ha demostrado dicho paralelismo (69).

Con respecto a malformaciones, el ratén y la rata produjeron el
mayor nimero de defectos concordantes, pero igualmente dichas especies
fueron las principales responsables de la mayoria de respuestas no
concordantes. Ya que no se conocen otras especies mds claramente
predecibles que éstas, en relacién con la similitud con la respuesta
humana, se concluye que las decisiones seguras deberdn basarse en datos
“sobre toxicidad reproductiva y del desarrollo a la luz de los pardmetros
farmacocinéticos, metabélicos y toxicoldgicos que se conocen de las
diferentes drogas (66,68,69).
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La extrapolacién de datos en animales a humanos es el fundamento
en el cual se basa la evaluacién de la seguridad de drogas y qUImICOS antes
de ser expuestos a humanos (69).

Se considera el hecho de que entre 2,800 quimicos que han sido
ensayados en animales y que tienen potencial teratogénico unicamente 14
de estos quimicos han demostrado tener esta propensién en humanos.
Poniéndolo de otra manera, hay mds o menos 1,000 quimicos que
‘muestran cierta teratogenicidad en animales, de los cuales no se tiene
ninguna evidencia de que compartan esta propiedad en humanos. Sin
embargo, esta discrepancia tnicamente refleja que no podemos reconocer
la teratogenicidad en humanos. Al presente existe el dilema de no poder
seleccionar la especie animal que mds pudiera semejarse al humano (69).

Algunos pardmetros de como medir el potencial teratogénico,
toxicolégico y mutagénico de las substancias quimicas, en los animales de
laboratorio han sido: malformaciones estructurales, mortalidad, retardo de
crecimiento, indice de fertilidad y/o deterioro funcional (69).

Persiste el hecho de que el inico modelo confiable es el hombre. Sin
embargo, un ndmero de razones estin obviamente en contra de la
experimentacién directa. Desde mediados y finales de los 60, virtualmente
toda especie en el laboratorio ha sido tratada como un modelo en potencia
para evaluar teratogenicidad (69).

El punto tradicional para la valoracién del potencial teratogénico, es
rotundamente las malformaciones estructurales. Sin embargo, es posible
que un quimico dado pueda matar al feto mas bien que malformarlo bajo
cierta dosis, en una especie, mientras que pueda resultar en malformacién
bajo la misma dosis en otra especie. Quiza una mejor correlacién entre el
laboratorio y el humano pueda obtenerse a través de la coleccién y el
analisis de todos los fundamentos del desarrollo toxicolégico (69).
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Entre los métodos que utilizan a especies vivientes para evaluar el
efecto toxico de los medicamentos o productos naturales se encuentra el
método del camarén salino A. salina . Es un bicensayo natural simple por
medio del cual, se determinan valores de CLso en mg/ml de componentes
activos de extractos en medio salino (70).

Muchos componentes nuevos estidn siendo aislados, caracterizados y
publicados sin una prueba biolégica previamente realizada que garantice
su efecto inofensivo (70).

En la ambicién por la bisqueda de actividades especificas en plantas,
muchas veces se pasa por alto otros usos o actividades las cuales no son
detectadas o son ignoradas en el proceso del tamizaje. Tomando en cuenta
que algunas plantas con principios activos son téxicas en elevadas dosis, es
necesario hacer incapie en una evaluacién cuidadosa y completa de éstas;
haciendo uso del ensayo del camardn salino, siendo éste un instrumento
para detectar la actividad citotéxica en plantas o compuestos quimicos
naturales y siendo utilizado como una gufa del tamizaje fltoqumnco y
fraccionario (70,71).

En vez de que cada sustancia tenga que ser aislada y analizada por
una bateria de bioensayos especificos y sofisticados; se desea un bioensayo
rapido, barato por medio del cual se pueda hacer un tamizaje. y monitoreo
de fraccionamiento para los extractos de plantas con actividad fisiolégica,
se tiene que utilizar un pequefio crusticeo, camardn salino, como el
instrumento del biocensayo general (70).

El camaron salino es un crusticeo perteneciente a la subclase
Branchiopoda, 6rden Anostraca. Este se encuentra distribiuido en todo el
mundo en rangos de salinidad altos. Esta tolerancia de salinidad entre 10-
20 a 18-20 gr/l hace que el animal sea relativamente ficil de cultivar y
ser estudiado. En condiciones ultrasalinas existen menos competidores o
depredadores y esto probablemente explica el éxito de Artemia en la
enorme estabilidad de poblaciones en lagos o pozos salinos. Los huevos de
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camardn salino (A. salina) son realmente ventajosos por su bajo costo en
ventas de comida y pescados tropicales y ellos se mantienen viables
muchos afios en estado seco. Los huevos pueden ser almacenados por un
largo periodo por estar deshidratados. Al ponerlos en solucién marina los
huevos absorven el agua y se inicia la embriogénesis, esta es completada
entre 16 a 20 h después de la imersidén. La embriogénesis ocurre en una
membrana de empollamiento inmovil, luego de desarrollarse rompe la
menbrana y se librera como nauplio activo. estas larvas estan consideradas
como estado I o estado II. En todos los estadios de crecimiento del camardn
salino, es indicativo de vida activa por movimiento de antenas y
mandibulas (2,66,70).

El camarén salino ha sido utilizado para ensayos o andlisis de
residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos, toxinas dinoflagelares y
oxinas en ambientes marinos. En estudio de monitoreo de fraccionamiento,
el camarén salino previamente a mostrado utilidad con extractos de
hongos directamente aislados de micotoxinas (70). Este organismo es ahora
el indicado para una conveniente prueba para actividades farmacolégicas
en extractos de plantas, los cuales pueden manifestar toxicidad con
respecto a los nauplios recien nacidos (66,67,70).

Tomando en cuenta que muchas veces la forma de evaluar los
efectos toxicos o teratogénicos en los animales de laboratorio es por medio
de observaciones histoldgicas detectando cambios en la estructura celular,
inhibicién de crecimiento celular o bien cambios en las cadenas de ADN:
existen ensayos que se Ilevan a cabo utilizando lineas celulares especificas
en las cuales, se puede evaluar el efecto citotéxico o mutagénico de los
extractos de plantas (69).

Entre los ensayos detectores de citotoxicidad se encuentra el uso de
las lineas celulares, como por ejemplo: (70,72)

L _1 (Cincer humano de pecho)

Col 2 (Cancer humano del colon)

HT 1080 (Linfosarcoma humano)
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KB (Cdrcinoma nasofaringeo humano)
KB-VI (Resistente a droga KB)

Lul (Cédncer humano del pulmén)

Mel 2 (Melanoma humano)

P-338 (Linfocitos con leucemia murina)

Los cultivos de células KB han surgido como el principal predictor de
actividad contra tumores de importancia, de nuevos compuestos aislados.
Esto es probablemente porque muchos de los agentes antitumorales son
también citotéxicos y mientras la prueba KB es mds sensible que las
pruebas in vivo, se es capaz de detectar compuestos citotéxicos en una
mezcla, asi como en extracto crudo o fraccién donde la actividad in vivo
puede ser oscura (73).

En el laboratorio de bioensayo del Instituto de Oncologia y Radiologia
de Cuba, se lleva a cabo un sistema de tamizaje de productos provenientes
de plantas, organismos marinos y sintéticos, que sigue una organizacién
sobre la base de un diagrama de flujo y con criterios a priori de aceptacidn
o rechazo para cada sustancia (73).

El tamizaje para todos los productos se inicia por el estudio de su
actividad citotéxica in vitro sobre cultivo de células KB de carcinoma
humano, es decir, que la primera evaluacién biolégica que se lleva a cabo
con un producto es su actividad sobre un sistema celular y los productos se
clasifican de acuerdo con el valor de la dosis efectiva que inhibe el
crecimiento celular en el 50 por ciento (DEsy), tomando como criterio de
citotoxicidad aquéllos que tengan un DEsy < 20 mg/ml (73).

Otro procedimiento de ésta indole, pero que adn no ha sido
desarrollado rutinariamente, es el llamado ensayo del disco de papa; este
muestra considerables promesas para su uso. Consiste en observar la
inhibicién de agallas de tumores inducidos en papas por discos de
Agrobacterium tumefaciens. Este microorganismo Gram negativo contiene
un pldsmido Ti (inductor de tumores) que porta la informacidén genética
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IV. JUSTIFICACION

Las plantas contienen principios activos que tienen una accién
terapetitica definida, por lo que son empleados para modificar

favorablemente los trastornos patolégicos originados por las enfermedades

y de esta manera recuperar la salud. Por otro lado existen plantas con
efecto antibidtico, con propiedades biocidas, las cuales pueden mejorar su
salud pero algunas veces podrian provocar dafio indeseable en el
organismo.

En muchas oportunidades la poblacién hace uso desmedido de
algunas plantas, sin tener conocimiento de su efecto biolégico real y sus
posibles efectos adversos, mayormente cuando su uso es en forma
continua o permanente, provocando asi efectos secundarios que en un
futuro puedan manifestarse causando problemas irreversibles.

La prueba de Artemia salina es usada por ser un método rdpido,
sencillo y reproducible que nos permite establecer si las plantas poseen
efecto téxico que correlacione con procesos humanos, ya que actualmente
son cada vez mds injustificables los ensayos en animales para comprobar
la efectividad de drogas. Es por eso que en este estudio se experimentéd con
una forma in vitro usando la técnica micrométrica de A. salina, la cual nos
permite tamizar la actividad téxica de extractos de plantas.

Dada la sensibilidad de los nauplios a distintas sustancias téxicas con
este bioensayo se puede contribuir a caracterizar una molécula bioactiva
en las plantas medicinales validadas, o bien predecir una toxicidad que
podria ponernos en alerta para usa este medicamento natural sin correr
riesgo de dafio a nivel celular.
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V. OBJETIVOS

A. General

Contribuir al estudio toxicolégico de las plantas nativas de
Guatemala que tienen mayor uso terapettico comprobado.

B. Especificos

Estandarizar una técnica micrométrica para evaluar la toxicidad de
los extractos de plantas medicinales a nauplios de A. salina.

Determinar los valores de CLsyde 10 extractos activos de
plantas de uso medicinal por medio del bicensayo de A. salina.
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VI. HIPOTESIS

Las plantas de mayor uso terapeiitico comprobado, presentan un
bajo nivel de toxicidad evaluada por medio del método de Artemia salina.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

116 plantas de uso medicinal en Guatemala que tienen un efecto
antimicrobiano comprobado.

B. Muestra
Se evaluaron los extractos etanélicos de las 10 plantas maés
comunmente usadas por su mayor cantidad de propiedades terapeiiticas y

actividad antimicrobiana, (Anexol) haciendo uso de la técnica
micrométrica de Artemia salina.

C. Recursos
1. Humanos
Investigador: Sandra Inés Judrez Garrido
Asesor: Lic. Armando Ciceres

2. Fisicos
a) Equipo
Balanza andlitica
Potencidometro

b) Materiales
Agitadores de vidrio
. Viales de vidrio

Pipetas ul -ml |
Beakers 10-250 ml
Erlenmeyers de 500 ml
Embudos pequeiios

Balén de fondo plano 1,000 ml
Molino manual

Frascos de vidrio color ambar
Gradillas

Manguera pléstiéa

Biolioo Snurag
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Peceras
Tubos de ensayo
Gradillas
Placas de microtitulacién de fondo plano

c) Reactivos
Etanol al 95%
Agua destilada
Agua marina
Extracto de levadura seca

3. Institucionales
Laboratorio Farmaya
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia USAC.

D. Metodologia
1. Preparacion de extractos

Para la elaboracién del extracto vegetales se llevo a cabo el
procedimiento consistente en:.
a) Colectar, secar y herborizar cada una de las plantas a estudiar.
b) Moler una cantidad suficiente de materia seca vegetal.
¢) Preparar un percolador con un balén de 1,000 ml, colocar un disco de
papel filtro en el fondo del balén e insertar una manguera pldstica con
llave de cierre y colocarlo en un soporte de metal especificamente

disefiado para este fin.

d) Pesar 100 g de materia seca y colocar en el balén, agregar 400 m! de
~etanol al 95% y dejar reposar 24 h.
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e) Exprimir la preparacién y colectar el extracto en un recipiente limpio.
Agregar 300 ml de etanol al 95%, agitar con el agitador de vidrio y dejar
reposar por 24 h.

f) Exprimir la preparacién y colectar el extracto en el mismo recipiente,
agregar 300 ml de etanol al 95%, agitar y dejar reposar por 24 h.

g) En el caso de hoja muy esponjosas hacer una primera extraccién con 600
ml de etanol al 95% y una segunda con 400 ml de etanol al 95% en forma
similar.

h) Mezclar el total de extractos y filtrar en papel Whatman No.l y guardar
en un frasco de vidrio color ambar.

i) Concentrar cada uno de los extractos evaporando a sequedad con presién
reducida hasta consistencia de miel.

- J) Desecar en desecadora con Cloruro de calcio.
2. Toxidad a A. salina. (Microtécnica anexo 3, Macrotécnica anexo 4)
El bioensayo de toxicidad se realizé por medio de:

a) Preparar agua de mar segin instrucciones del productor (3.8 g de sal de
mar comercial en 100 ml de agua doblemente destilada).

b) Colocar 30 mg de huevos de A. salina en un pecera que contenga 100
ml de agua de mar, colocar debajo de luz artificial durante 48h.

¢) Transferir la mayor cantidad de nauplios vivos a un recipiente con agua
de mar fresca, agregarles extracto de levadura seca (3 mg en 5 ml de agua
de mar) y bombearles oxigeno. Continuar burbujeando para formar una
suspenstén homogenea.
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d) Microtécnica (Anexo 3)

Preparacion de las muestras: disolver el extracto a ensayar a una
concentracién de 2 mg/ml.

En una placa de 96 micropozos, de fondo plano colocar:

- 100 ul de nauplios (15-30 nauplios).

- X 100 ul de dilucién de extracto, dilucién final 1:2 original
Como control negativo 100 ul de agua marina o el disolvente del
extracto. |
Como control positivo 100 ul del etanol al 95%.

Cada extracto a evaluar se corre en triplicado.

Incubar la placa por 24 h a una temperatura entre 22-29 °C con
fuente de luz permanente.

Examinar a las 24 h y hacer el recuento de larvas muertas y vivas.
Adicionar 100 ul de MeOH a todo los micropozos, dejar reposar durante 20
min. y contar el total de nauplios.

Si el extracto presenta mis del 50% de nauplios muertos, este se
evalia a concentraciones de 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml y 0.12 mg/ml.

Analizar los datos obtenidos con el programa de computadora Finney
(DOS) para deterinar los valores de CLso. Los valores menores que 1,000
ppm son considerados activos.
E. Disefio experimental
Se realizé un ensayo cuantal para determinar la dosis letal 50 (CLs,)

enfrentando larvas de A. salina a extractos, evaluados en triplicado a una
concentracién inicial de 2 mg/ml (concentracién final de 1000 ppm).
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Los extractos que presentaron mds del 50% de nauplios muertos a
esta concentracion fueron evaluados a tres diluciones mas: 500 ppm, 250
ppm y 125 ppm. Con un total de tres repeticiones por dilucién.

. Analisis estadistico:

El analisis estadistico que se les hizo a los resultados obtenidos se
realizo a través del programa Finney. Este programa realiza la
transformacién probitica del niimero de camarones muertos en cada
concentracién y repeticidn a valores de CL,, Los valores menores de 1,000
ppm se consideraron activos (3).

| MONEDAD BE LA URNEASIRAN O¢ SAX TARLDS BE Biem.
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VIII. RESULTADOS

Para llevar a cabo la evaluacién téxica de las diez plantas
medicinales (Anexo 1), se trabajé inicialmente haciendo uso del método
macrométrico con Artemia salina (Anexo 4), ya que es un método
relativamente nuevo en nuestro medio y era necesario familiarizarse con
las condiciones de cultivo de los nauplios y los aspectos técnicos del reto
anti A. salina. Se evalué el uso de diferentes recipientes de cultivo, asi
como cantidades de alimento y oxigeno necesarias para una adecuada
eclosién y desarrollo.

En vista que el inéculo de nauplios era realizado con tubo capilar, no
fue posible su estandarizacién. El recuento de larvas vivas no era un dato
lo suficientemente preciso por la dificultad de hacerlo en tubo de ensayo.
Estos aspectos provocaron que el método macrométrico presentara mucha
variabilidad en los resultados, lo que indicé que no era confiable, por lo
que se concentré el trabajo en la estandarizacién del método micrométrico
con A. salina.

Por medio del bioensayo micrométrico fueron evaluados cada uno de
los extractos utilizando microplacas de fondo plano de 96 pozos, en las que
pudo evaluarse una gran cantidad de extractos utilizando menos material
y reactivos. En esta técnica se lograron datos reproducibles. El estandarizar
el in6culo en 10 = 2 nauplios/100ul utilizando una micropipeta calibrada y
un flujo de oxigeno constante con separacién a las 36 h de las larvas
nacidas de los huevos sin eclosionar de A. saling, permite datos
reproducibles y con bajo error experimental.

Se utilizé una dosis inicial de 2 mg/ml y luego se realizaron tres
diluciones mas. Los nauplios eran obtenidos de una solucidn homogenea y
agregados con pipeta automatica. El recuento de larvas vivas y muertas, se
hizo por medio de microscopio y por dltimo se agrego metanol, que mata
los nauplios, por lo que es til para confirmar el total de larvas en cada
pozo.
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Cada uno de los extractos fue evaluado en triplicado a una
concentracion inicial de 2 mg/ml (concentracién final de 1000 ppm). Los
¢xtractos que presentaron mds del 50% de nauplios muertos a esta
concentracién fueron evaluados a tres diluciones mas: 500 ppm, 250 ppm
y 125 ppm, haciendo para cada dilucién tres repeticiones.

De los extractos de las diez plantas evaluadas iinicamente dos
presentaron efecto téxico sobre el camarén salino: Solanum americanum
con 0.22 mg/ml (220 ppm) y Lippia dulcis con 0.66 mg/ml (660 ppm). El
resto de plantas evaluadas no presentaron toxicidad a A. salina en valores
de 1 mg/ml (1,000 ppm) (Anexo 2).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

- En muchas oportunidades la poblacién hace uso desmedido de
algunas plantas, sin tener conocimiento de su efecto bioldgico real y sus
posibles efectos adversos, mayormente cuando su uso es en forma
continua o permanente provocando asi efectos secundarios que en un
futuro puedan manifestarse causando problemas irreversibles. Es por esto
que se hace necesario evaluar la toxicidad de los extractos de plantas por
medio de técnicas complejas, de mucho tiempo de duracién y que muchas
veces requieren de equipo sofisticado, reactivos bioldgicos complejos y de
animales de laboratorio.

Un procedimiento de tamizaje para evaluar toxicidad general que no
requiere de especializacién, es el bioensayo con A. salina. Ya que
actualmente es cada vez mds injustificable los ensayos en -animales para
comprobar la efectividad de drogas. El bioensayo con A. salina nos permite
establecer un criterio de seleccién por medio del cual podemos elegir a las
plantas que han presentado indicio de toxicidad para continuar el estudio
de toxicidad aguda, subaguda y crénica. En este estudio se experimenté de
forma in vitro con el bioensayo de A. salina, modelo animal ficil de
cultivar en condiciones de laboratorio y sensible tanto a sustancia quimicas
como extractos de plantas.

Con el propésito de familiarizarse con las condiciones de cultivo de A.
salina y adquirir destreza en los procedimientos de la técnica se realizé el
bioensayo macrométrico, el cual es uno de los primeros métodos  de
tamizaje utilizado en la evaluacién de la toxicidad de sustancias quimicas ©
extractos de plantas a larvas de A. salina. Los resultados obtenidos
revelaron la poca reproducibilidad del método, debido a la dificultad de
pescar un in6culo estindar de 10 nauplios, de realizar un recuento exacto
de larvas muertas y la dificultad de tamizar grandes series de extractos.

Luego de establecer las condiciones 6ptimas para el cultivo de los
nauplios de A. salina se procedié a montar el micrométodo, el cual fue més
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ficil estandarizar, por lo que fue utilizado para el estudio toxicoldgico de
los extractos de plantas. Este método nos permitid por prueba y error
estandarizar el indculo de 10 % 2 nauplios que al ser analizado por el
programa Finney nos da una curva probable.

Si bien posee fuentes de error, las concentraciones letales medias son
reproducibles. Se ven afectadas por factores como el posible error en la
decisién de si estin muertas o no, si simplemente estan inmoéviles o si se
estan muriendo. Dentro de los factores que puedan afectar la
reproducibilidad de la prueba, estan: la temperatura, composicién vy
salinidad del medio son factores a los cuales se les debe de poner mucha
importancia para poder evitar en lo posible la variabilidad de resultados.
Tomando en cuenta que cada uno de los factores mencionados fue
controlado, se obtuvo resultados que al ser analizados estadisticamente por
el programa Finney mostraron ser reproducibles vy concluyentes.

Se evaluaron cada uno de los extractos etanélicos a una
concentraciéon de Img/ml, las plantas que a esta dosis presentaron una
CLso mayor del 50% de nauplios muertos fueron evaluados a tres
concentraciones mds, 500 ppm, 250 ppm y 125 ppm. El propdsito de
evaluar el extracto a diferentes concentraciones es poder establecer una
curva dosis-rzspuesta por medio de la cual podamos obtener los valores de
la CLs, También se puede afirmar que los resultados son los correctos si el
animal sobrevive a una concentracién dada deberd sobrevivir a una
concentracién mds baja que ésta; convenientemente el animal que muere
con cierta concentracién también deberd morir a una concentracién mayor
que ésta. o

El ensayo de tamizaje de A. salina nos permitié establecer un
pardmetro entre las plantas medicinales evaluadas, ya que todas aquellas
que poseen valores de 1 mg/m! no son téxicas de acuerdo a ésta prueba y
las que presentan valores menores de 1 mg/ml si son téxicas. Los
resultados obtenidos aparece en el anexo 2, de las diez plantas evaluadas
Unicamente dos presentaron valores menores de 1,000 ppm lo que indica
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que posee efecto téxico. Estos hallazgos son importantes ya que podrd
existir mayor seguridad al consumir cada una de las ocho plantas que no
presentaron efecto tdéxico sobre la larva de A. salina. Al mismo tiempo
deberd continuarse el estudio de las plantas téxicas que presentan efecto
bioactivo sobre la célula y se sospecha que pudieran poseer potencial
mutagénico o antimutagénico y en un futuro ser utilizadas para el
tratamiento anticancer

Por medio de este ensayo fue posible establecer valores de CLs,
cronica, ya que el tiempo de exposicién de las larvas al extracto fue de 24
h. Mientras que al estar unicamente 6 h en contacto con la planta establece
valores de CLs, aguda. E! significado de esta bioactividad podria
interpretarse en dos formas: los nauplios de A. salina sufren alguna
modificacién metabdlica que los conduce a la muerte o pardlisis, por lo que
pudiera ser una técnica para el fraccionamiento bioguiado de moléculas
cuya bioactividad correlacione una accién farmacolégica. Por otro lado,
podrd - indicar toxicidad que pudiera correlacionarse con actividad
antitumoral o téxica al humano.

El extracto etandlico de S. americanum que posee actividad
antibidtica atribuida a o-solamina, un alcaloide esteroidal bdsico, de peso
molecular 559; ademds por fraccionamiento biogniado se ha demostrado
que el principio responsable de la actividad antifingica es un glicésido de
spirostanol, la catalasaponina 2 (77). Sin embargo el extractos de esta
planta mostraron toxicidad a nauplios de A. salina lo que e¢s indicativo de
cierto grado de toxicidad, estos datos son reforzados con los reportados en
la prueba de toxicidad subaguda en dosis de 500 mg (56).

Estudios antimicrobianos informan que la tintura de L. dulcis posee
actividad antibidtica (41). El extracto etanélico de L. dulcis presentd
toxicidad a los nauplios de A. salina, como también a peces de género
Mollinesia. El principio edulcolorante es la hernandulcina, que no presenta
mutagenicidad usando el bioensayo de S. typhimurium (65), ademis no
presenta toxicidad aguda en ratén a una sola dosis de 2 mglkg (78).
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X. CONCLUSIONES

L. El bioensayo con Artemia salina es un método que permite realizar
un tamizaje preliminar de la actividad tdxica, ya que éste es un crusticeo
altamente sensible a una gran variedad de sustancias quimicas y extractos
naturales. La toxicidad se expresa como concentracién letal media (CLso) v
se acepta como positiva aquella mayor de 1 mg/ml.

2. La macrotécnica resulté ser un método con mucha variabilidad, con
procedimiento relativamente engorroso y que por su alta variabilidad no
permite un andlisis probitico aceptable.

3. En las condiciones estandarizadas la microtécnica resulté ser un
método facil, reproducible y con una variabilidad minima, por lo que el
analisis probitico es posible.

4. Los extractos etandlicos de Solanum americanum y Lippia dulcis son
plantas medicinales que poseen efecto téxico sobre la larva de Arfemia
salina, ya que ambos extractos etandlicos presentaron valores menores de
1000 ppm.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Establecer el ensayo de microtécnica con Artemia salina como una
prueba para realizar el tamizaje téxico preliminar para toda planta
medicinal de efecto terapéutico comprobado. Las dosis a usar son 1,000
ppm, 500 ppm, 250 ppm y 125 ppm.

2. Continuar el estudio del efecto biolégico real de las plantas
medicinales por medio de diferentes métodos gue evalden tanto el
potencial téxico como el mutagénico y citotéxico.

3. Evaluar la toxicidad aguda, subaguda y crénica en modelos animales,
de los extractos que demostraron toxicidad a nauplios de A. salina.

4, Determinar el mecanismo por medio del cual el extracto vegetal es
toxico a nauplios de A. salina.

Y
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Anexo No.l

LISTADO DE PLANTAS MEDICINALES EVALUADAS

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN PARTE USADA
Bixaceae Bixa orellana Achiote (hoja)
Compositae Tagetes lucida Pericdn (hoja)
Leguminosae Senna occidentalis Frijolillo (hoja)
Leguminosae Gliricidia sepium Madre Cacao (hoja)
Malpighiaceae  Byrsonima crassifolia Nance (corteza)
Myrtaceae Psidium guajava Guayaba (hoja)
Polypodiaceae  Polypodium calahuala Calahuala (hoja)
Smilacaceae Smilax lundelii Zarzaparrilla (rizoma)
Solanaceae Solanum  americanum Macuy (hoja)
Verbenaceae Lippia dulcis Orozis (hoja)
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Anexo No 2

RESULTADOS DE TOXICIDAD DE EXTRACTOS PLANTAS
MEDICINALES CONTRA NAUPLIOS DE ARTEMIA SALINA IN

VITRO
NOMBRE CIENTIFICO TOXICIDADa
Bixa orellana > 1000 ppm
Byrsonima crassifolia > 1000 ppm
Gliricidia sepium > 1000 ppm
Lippia dulcis 660 ppm
Senna occidentalis > 1000 ppm
Smilax lundelii > 1000 ppm
Solanum  americanum 220 ppm
Polypodium calahuala > 1000 ppm
Psidium guajava > 1000 ppm
Tagetes lucida > 1000 ppm

a. Toxicidad a larvas de Artemia salina.
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