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Resumen:

Se efectud el screening de los extractos acuosos de !9 plantas medicinales argentinas
mediante el empleo del bioensavo de cirotoxicidad de Artemia salina con ¢l objeto de
estudiar su toxicidad aguda.

La concentracién de 10000 ug de extracto/ml de solucion resulto ser el limite superior
de concentracion sensible para discernir entre extractos acuosos tOX1¢os y no toxicos
para este Crustaceo.

STUDY ON THE ACUTE TOXICITY
OF ARGENTINE MEDICINAL

PLANTS USING THE ARTEMIA SALINA LEACH, BIOASSAY

Summary:
Screening of the aqueous extracts of 19 Argentine medicinal plants has been carried
out using the Artemia saling cytotoxicity bioassay in order to study their acute toxicity.
The concentration of 10000 pe of extract/ml of solution demonstrated to be the upper
concentration limit sensitive to distinguish toxic and non toxic aqueous extracts to this
crustacean.

Introduccion

Aproximadamente 950 especies vegetales de la flora argentina figuran en la literatura

Palabras ciaves: Toxicidad apuda. Artemia saling, citoxicidad. piantas medicinales argentinas, bioensayo,
Key words: Acute toxicity, Artemia saling, cylotoxicity, Arzantme medicinal plants, bioassay.
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por sus propiedades medicinaies o toxicas!!"'". Entre estas, la mayoria ha sido usada
empiricamente por pcobladores rurales e indigenas, principaimente bajo la forma de
infusiones ¢ decocciones. Debido al creciente interés del mundo occidental por los
productos naturales actualmente los habitantes de ias ciudades también emplean muchas
de las plantas de la medicina folclérica como medicamentos herbarios.

El presente trabajo tiene por objeto el estudio de toxicidad aguda de extractos
acuosos de plantas medicinales argentinas mediante el uso del ensayo de citotoxicidad
de Artemia salina en microplaca. Este método fue elegido debido a que es relativamente
rapido, economico, reproducible, y utiliza un gran nimero de organismos que permiten
una buena evaluacion estadistica‘’®. Ademas, la modificacién en microplaca propuesta
por Solis y colaboradores!™ permite la disminucion de ia cantidad de material analizado
y el procesamiento de un mayor numero de muestras y diluciones en menos tiempo
que el método original en viales**?). Este bioensayo ha sido ampliamente usado en
screenings fitoquimicos para detectar bioactividad general y guiar el fraccionamiento
(2124} como primer paso para detectar actividad antitumoral y pesticida’®®2® y para
predecir toxicidad aguda de extractos vegetales y compuestos puros en humanos @239,

Materiales v métodos

Material vegetal

Se recolectaron las plantas en sus habitats naturales en la Republica Argentina. La
identificacidon taxonémica fue llevada a cabo por botanicos del Museo de
Farmacobotanica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires, donde se depositaron muestras del material recolectado.

Preparacion del extracto acuoso

El extracto acuoso fue preparado de la siguiente manera:
Se preparo una infusion con 100 ml de agua hirviendo y 5 g de material vegetal seco y
pulverizado. Se mantuvo la mezcla en reposo durante 20 minutos. Posteriormente la
preparacion fue filtrada y se obtuvo el extracto acuoso por liofilizacién,

Preparacion de las muestras

Se disolvieron 10 mg de extracto en 5 ml de agua de mar artificial. Se prepard el
agua de mar artificial disolviendo 3,8 g de sal marina {«Marinemix», Wiegandt, Alemania)
en 100 ml de agua destilada (Solucion A). 100 pl y 1000 pl de esta solucién se diluyeron
10 veces con agua de mar artificial (soluciones B y C).

Ensayo de citotoxicidad de Artemia salina en microplaca

Todas las soluciones de los extracios se testearon a niveles de concentracién de
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100, 1000 y 10000 pg/mi, dispensando 100 pi , por sextuplicado, en una microplaca de
96 pocillos {«Kartell», Milan, ftalia). Los huevos de Artemia («S y S», Buenos Aires,
Argentina) se adquirieron en un comercio especializado en veterinaria y se incubaron
en agua de mar artificial a temperatura ambiente. Luego de 48 hs. se recolectaron los
nauplios. Se agregaron 100 pl de una suspension que contenian de 10 a 15 nauplios a
cada pocillo de la micropiaca, la que se tapo e incubo a temperatura ambiente por 24hs.
Luego de este periodo se contaron los nauplics muertos en cada pocillo utilizando un
microscopio binocular («E. Lentz Wetzlar», 10X). Finalmente, se agregaron 100 pl de
metanol a cada pocillo, y, luego de 30 minutos se conto el numero total de nauplios. Se
empled berberina («Sigma», St. Louis, USA) como control positivo. Para calcular la
concentracion de extracto que mata al 50 % de los nauplios en 24 horas (LC50 ) y el
intewa!:? ]de confianza del 95%, se utilizd el método estadistico probit descripto por
Finney"",

Resultados

Dado que las especies vegetales en estudio (Tabla 1) se usan en la medicina
popular principalmente como infusiones, en el presente trabajo se analizo ia citotoxicidad
de los correspondientes extractos acuosos. Se empleo para ello el bioensayo de Artemia
salina (Ver Materiales y métodos), utilizando como parametro de toxicidad la
concentracion letal 50 (LC50) menor o igual a 1000 pg/ml, propuesta por el método
original tanto para los extractos acuosos como organicos”. En estas condiciones de
ensayo ninguno de los extractos testeados resultd toxico. En este sentido, Abertenethy
y col.®2 encontraron una correlacion positiva entre la solubilidad en agua de varios
compuestos y la toxicidad aguda hacia los crustaceos Artemia salina Leach. y Daph-
nia magna Strauss.: a mayor solubilidad en agua, mayor LC50 y, por lo tanto, menor
toxicidad. Asi, estos autores concluyen que la toxicidad aguda de muchos compuestos
quimicos hacia los crustaceos es influida primariamente por la forma en que se
particionan las sustancias entre el agua y el organismo. En otras palabras, los
compuestos extraidos por un solvente organico poseen mayor probabilidad de ser toxicos
que los extraidos por el agua. De esta forma , con el limite de citotoxicidad fijado como
LC50 <1000 pg/ml para todo tipo de extracto, los extractos acuosos tienen, frente a los
organicos, muy baja posibilidad de ser detectados como toxicos.

Basandonos en estos resultados, y con el objeto de discriminar entre extractos
acuosos citotéxicos y no citotdxicos se modificaron las condiciones experimentales
aumentando en un orden de magnitud la concentracion maxima a analizar. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 2. Como puede observarse, 8 de los 19 extractos
ensayados resultaron toxicos para la Artemia: Aristolochia triangularis, Terminalia triflora,
Achyrocline flaccida, Baccharis coridifolia, B. grisebachii, Phyllanthus sellowianus,
Satureja parvifolia y Bafbisia calycina.

Estos resultados coinciden con la toxicidad informada para Aristolochia trianguiaris y
Baccharis coridifolia®® . Con respecto a la primera, es interesante sefalar que contiene
acido aristoléquico, que es uno de los més potentes carcindgenos conocidos®, Ademas,
las especies del género Aristolochia integran una lista de hierbas que no se pueden
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importar en Australia para uso terapeutico®. Asimismo, cabe consignar que la Baccharis
coridifolia se encuentra descripta dentro de las especies toxicas para el ganado en
Sudamérica'®®.

De acuerdo con estos hallazgos, se considera mas apropiado 10000 pg/mi como
limite de concentracion superior para el screening de extractos acuosos con el fin de
detectar toxicidad aguda.

Dado que Achyrociine flaccida, Phyllanthus sellowianus, Satureja parvifoliay Balbisia
calycina, son especies vegetales actualmente comercializadas en el mercado argentino
como medicamentos herbarios, seria interesante encarar un estudio mas exhaustivo
sobre la toxicidad aguda y crénica de estas plantas en modelos animales.

Conclusiones

El limite de 1000 pg/mi para discernir enire extractos activos y no activos en el
ensayo de Artemnia salina propuesto por Meyer v col.“" para todo tipo de extracto veg-
etal, no resulté satisfactorio para el screening primario de citotoxicidad de extractos
acuosos. Si se tiene en cuenta que este bioensayo es util para predecir toxicidad aguda
de extractos vegetales y compuestos puros en humanos?% 3% se considera que 10000
ug/ ml seria ei limite maximo de concentracion sensible para diferenciar extractos
acuosos toxicos y no toxicos.
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Tabla 1. Datos etnobotanicos de las plantas estudiadas.

ey e | Parte
Familia. nombre botanico Nombre vulgar e U'so popular Ref,
ARISTOLOCHIACEAE ; :
Aristolochia triangularis | |
Cham. et Schietch. Mil hombres. | C. |antiséptica. Antirreumatica. 8,9,
,r ; :Emenagoga. Antidoto. Abortiva. |37 38.
COMBRETACEAE | '
Terminalia triffora (Griseb.) Liilo. Lanza amatrilla. . H.  [Tintérea, 38,
COMPOSITAE ; ?
Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. |Marcela hembra, | PA. |Antiespasmoédica. Tonica.
' ‘Anthelmintica. Febrifuga. 5.
Ambrosia tenuifolia Spr. ;Aitamisa, ajenjo del ’I PA. é.ﬂ-ﬂtlluﬁwa. Abortiva. Anticoncap.
‘campo. | |Antirreumatica. Antineuralgica. 39.
! .
Baccharis coridifolia DC. | Romerillo, mig-mio. : PA. IAntinflamateria uso externo.
! | {Tratamiemﬂ de las bicheras de los
I . cabatlos. En sahumerio, quemada
| ' junto con azuire, para tratar el &, 10,
| : 'Er‘n-mui'.tﬂ de los caballos, | 39.
o ; ! '-
Baccharis grisebachii Hieron. iQuinchamal, lancha. ;| PA. |Tratamiento de heridas.
| ;‘ IAntirreumatica. 139 ,40.
Eupatorium arnottianum Griseb. iCIa\.reI, UOUE. | DA, Antespasmodica, _F1E.
Eupatorium buniifolium H. et A, Romero, romeriilo : PA. |Antiséptica. Hepatoprotectora. 341,
colorado, romerillo, |
Eupatorium candolleanum H. et A |lyagaelta'a, tabaco | PA, [Purgante. 5
del mante. ;
Eupatorium christieanum Bak. Hoja de la Virgen. | PA. |Tratamiento de enferm. renales. 130,
|
Eupatorium hecatanthum {(DC.) Bak. |Uoué. PA. (Analgésica. Antitusiva. 11.
Antespasmadica.
Eupatonum faevigatum Lam, Doctorcito. Caa-hu. | PA. |Emenagoga. Tintdrea. 39,
i |
Eupatorium macrocephalum Less.  !llia ka'ik. | PA. |Antitusiva. Digestiva. Abortiva. 39.
| |
Gamochaeta simplicicaulis Cabr. Plan-kacnu. L PA, Contra la viruela, el sarampion y la
i wvaricela. Uso externo: lavado de |
| | \granos vy llagas. 5.
EUPHORBIACEAE i |
Phyllanthus sellowianus Mueller Arg. | Sarandi blanco, C. |Antidiabética. Purgante. Diurética.
sara- moroti. i Antiseptica. Antihipertensiva, 42 43,
|
LABIATAE .
Satureja parvifolia (Phil.) Epl.  Muna-muna. ; PE. |Afredisiaca. Digestiva.Emenagoga.
: ! ITratamiento del apunamiento. 2,9.
Satureja odora (Griseb.) Epl. ‘Muria-muna . H. ‘Digestiva. la.
LEDOCARPACEAE |
Balbisia calycina (Gris.} | | 41.
AT.Hunziker et Ariza, Té andino, | PA. |Carminativa. Digestiva. Antiacida.
POLYPODIACEAE
Campyloneuron phylfitidis {L.) Presl. | Calaguala. | H. |Abortiva.Reguladora de la fertilidad| 44-

X Parte ysada: C, corteza; H, hojas; PA, parte aérea; PE, planta entera.
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Tabla 2. LC50 e intervalo de confianza del 95 % (ug/mi) de los extractos
acuosos testeados a 10000, 1000 y 100 ug/mi.

Planta {Familia, nombre botanico) LC30 e intervalo de
confianza del 93 %
(pg/ml)

ARISTOLOCHIACEAE |
Aristolochia triangularis 3309 (3901-2713)
COMBRETACEAE
Terminalia iriflora 6094 (7232-5323)
COMPOSITAE
Achyrocline flaccida | 4917 (5905-4045)
Ambrosia tenuifolia >10000
Baccharis coridifofia 4173 (4830-3394)
Baccharis grisebachii I 2288 (2938-1627)
Eupatonium arnottianum >10000

i
Eupatorium buniffolium ' >10000
Eupatorium candolleanum { >10000
Eupatorium christieanum =10000
Eupatorium hecathantum =10000
Eupatorium faevigatum >10000
Eupatorium macrocepnalum =10000
Gamochaeta simplicicaulis | =10000
EUPHOREBIACEAE |
Phylianthus selfowianus 3490 (4160-2641)
LABIATAE
Saturefa parvifolia 3235 (3712-2764)
Satureja odora >10000
LEDOCARPACEAE
Balbisia calycina 8002 (13119-5987)
POLYPODIACEAE

Campyloneuron phyllitidis >10000

e EC TR . m—————
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