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Estudio fitotoxicolégico preliminar de diez especies
vegetales utilizadas en medicina tradicional

Carmen Lilia Gracia de G.*!, Maritza Beltrdn F.* y Edwar C. Martinez*

Resumen

Se realiz6 un andlisis fitoquimico preliminary un estudio de la letalidad sobre larvas de A. salina y toxicidad
en Daphnia magna, de doce extractos etandlicos obtenidos de diez plantas utilizadas por algunas comunida-
des indigenas y campesinas de Colombia. Se encontré que todas poseen varios grupos de metabolitos se-
cundarios y que la mayorifa de los extractos, presentaron una alta toxicidad frente a los organismos de
prueba, evidencidndose de esta forma la actividad biol6gica de las especies estudiadas y la posible correla-
cién de las mismas con su uso en la medicina tradicional.

Palabras clave: Anilisis fitoquimico preliminar — Artemia salina — Daphnia magna.

Summary
Phytotoxicologycal preliminary study of ten vegetal species
employed in traditional medicine

It was accomplished a Preliminary phytochemicals screening and a study of the Artemia salina (brine
shrimp) lethality as well as Daphnia magna toxicity of twelve ethanolic extracts obtained of ten plants used
by some indigenous communities and peasantes from Colombia. It was found that all possess several
groups of secondary metabolites and most of the extracts, presented a high toxicity as compared to the
test organisms, being evidenced in this way the biological activity of the studied species and the possible
relation of the same with its use in the traditional medicine.

Key words: Phytochemical screening — Artemia salina — Daphnia magna.

Introduccion salud primaria recomienda a los gobiernos dar
prioridad a la utilizacién de la medicina tradi-
cional, incorporando preparaciones de plantas
medicinales dentro de sus politicas y legislacio-
nes nacionales (1), que permitan enfrentar las
necesidades basicas de salud de la poblacién y
promover el desarrollo econémico mediante la

El éxito de cualquier sistema de salud depende
de la disponibilidad y el uso adecuado de los
medicamentos, las plantas medicinales juegan
un papel clave en la salud mundial. Cerca de las
tres cuartas partes de la poblacién mundial que
habita en los paises en via de desarrollo, utilizan
plantas medicinales en la atencién primaria de
salud. Con relacién a lo anterior la OMS en la
conferencia de Alma-Ata, sobre cuidados en

creacién de industrias nacionales.
Puede asegurarse que la mayor parte de los
recursos Utiles para afrontar las necesidades
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futuras de la sociedad, provienen de las plantas
que han sido utilizadas por poblaciones indige-
nas y campesinas durante miles de afios (2).
Existen por lo menos 119 sustancias de origen
vegetal, que pueden considerarse farmacos im-
portantes, de estos 88 (74%) fueron descubier-
tos en estudios cientificos de plantas bien
conocidas y empleadas en la medicina tradicio-
nal (3), por lo tanto la investigacién etnobotani-
ca es la via mas apropiada en el estudio de los
recursos vegetales y sirve como puente entre la
ciencia moderna y la experiencia milenaria de
las comunidades indigenas y campesinas. La
bisqueda de nuevos recursos vegetales le plan-
tea a la investigacién etnobotdnica dos tareas
principales: la realizacién de inventarios de re-
cursos disponibles y la exploracién de aquellos
recursos que posean un mayor valor econémico
promisorio (4).

Los estudios fitoquimicos preliminares
permiten detectar los principales grupos de
metabolitos secundarios presentes en las
plantas y relacionarlos con su actividad bioldgica.
Igualmente, los estudios de los extractos de las
plantas sobre los biomodelos como Artemia salina
y Daphnia magna es una estrategia para relacio-
narlos con citotoxicidad y otras bioactividades y
se pueden utilizar para seleccionar especies ve-
getales como fuente de principios bioactivos o
para utilizar estos organismos en pruebas de to-
xicidad para racionalizar los recursos existentes
para la investigacién, por ejemplo en la separa-
cién bioguiada de los componentes presentes
en éstas (5,6,7).

En 1997 el Jardin Botdnico realizé una in-
vestigacién etnoboténica en la Comunidad Hui-
toto del Cabildo Isue San Martin, la Chorrera,
departamento del Amazonas, con el propésito
de estudiar la relacién de los indigenas con la
naturaleza y los usos medicinales y rituales da-

dos a las plantas (8).
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Como continuacién de la investigacién an-
terior en el presente estudio se evalué la letali-
dad sobre larvas de Artemia salina y la efectividad
sobre Daphnia magna que produjeron los ex-
tractos etandlicos de diez especies de plantas
utilizadas en medicina tradicional por las comu-
nidades indigenas Huitoto (Regién Amazénica)
y campesina (Pdramo de Cruz Verde). Ademas
se desarrollo sobre dichas especies un anélisis
fitoquimico preliminar. Estos resultados per-
mitieron observar la relacién que puede existir
entre la letalidad sobre A. salina, efectividad so-
bre D. magna y la presencia de metabolitos se-
cundarios en plantas utilizadas en medicina
tradicional.

Es importante realizar estudios como el
presente, puesto que los recursos bioldgicos,
cobran valor a medida que se adquieren conoci-
mientos que permitan conocer cuales especies
son utilizadas por las comunidades indigenas y
campesinas en su medicina tradicional. Se debe
también promover una cultura de conservacién
y uso racional de los recursos naturales renova-
bles, con el propésito de asegurar que las gene-
raciones futuras también los aprovechen,
puesto que las plantas medicinales constituyen
un motor importante para el desarrollo eco-
némico de paises biodiversos como el nuestro

(9,10).

Parte Experimental

Coleccién y tratamiento
del material vegetal

Se trabajé con doce extractos de diez especies
de plantas utilizadas por algunas comunidades
indigenas y campesinas. Siete especies prove-
nientes del Cabildo Isue San Martin La Chorre-
ra, Amazonas (Colombia):

Albizzia subdimiata usada para tratamiento
de alergias y otras afecciones de la piel como
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sarna, Bixa orellana para infecciones por hongos
y para hernias, Lepydocarium tenue para proble-
mas oculares, Mikania banisteriae para la bron-
quitis, Potalia amara para tratamiento de la
mordedura de serpiente, Renealmia aromatica
para tratamiento de dolor en hernias, Tabernae-
montana undalata para cataratas y molestias ocu-
lares. La recoleccién de estas plantas fue
realizada por el Sr. Jair Martinez (indigena de la
Comunidad Huitoto) y la informacién etnobo-
tanica fue suministrada por el Sr. Victor Mar-
tinez Cacique del Cabildo Isue de San Martin La
Chorrera (11). Especies de la Regién Andina,
provenientes del paramo de Cruz Verde: Lepechi-
nia schiedeana usada como hipotensor, Niphoge-
tum (q/aucescen para molestias gastrointestinales y
una especie proveniente del Jardin Botanico de
Bogota José Celestino Mutis: Escallonia pendula
usada como analgésico y antiinflamatoria. El
material de cada especie se secé en una estufa
con aire circulante a 40 °C, se molié y se envasé
en recipientes protegidos de la luz y de la
humedad.

La identificacién taxonémica fue realizada
en’el Herbario del Jardin Botdnico de Bogotd
José Celestino Mutis, donde se encuentra regis-
trado un ejemplar de cada especie. Ademis la
especie Niphogetum glaucescens, fue identificada
en el Herbario Nacional Colombiano y se en-
cuentra registrada con el No. COL = 425507,

Estudio fitoquimico preliminar

Fue efectuado con 50g de material vegetal moli-
do para determinar los metabolitos secundarios
de importancia biolégica presentes en las espe-
cies en estudio: alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas, naftoquinonas y/o antraquinonas,
esteroides y triterpenoides, cardioténicos, cu-
marinas y lactonas terpénicas. Para esto se si-
gui6 la metodologfa propuesta por Sanabria A.

(12).
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Estudios de toxicidad

Para la evaluacién de la toxicidad se llevaron a
cabo bioensayos con Artemia salina y Daphnia
magna con el propésito de determinar la CLg, 0
CE;, respectivamente, de los extractos etandli-
cos obtenidos de las plantas estudiadas.

Obtencion de los extractos etandlicos
de las plantas

Los extractos se prepararon por maceracién du-
rante 24 horas de 20 gramos de material vegetal
pulverizado con 250 mL de etanol al 95%, Se agi-
t6 en una placa de calentamiento con agitacién
magnética a 40 +/— 5 °C, por una hora, se dejé
enfriar se filtré al vacio y el residuo se lavé con 30
mL de etanol, el filtrado se concentré hasta seque-
dad a 40 °C en un evaporador rotatorio, se rotulé
y se guard6 en un desecador al vacio.

Evaluacion de la letalidad
en Artemia salina

Se llev a cabo de acuerdo a Gualdrén y Sanabria
(13) y CYTED (14). Para obtener las larvas de
Artemia salina se agregaron 50 mg de huevos por
cada 500 mL de solucién de sal marina (comer-
cial) al 3,8% en agua destilada previamente oxi-
genada. Para la prueba se utilizaron nauplios
obtenidos entre 48 y 72 horas después de inicia-
da la incubacién de los huevos, se ensayaron las
sustancias patrén y los extractos etandlicos de
cada planta en concentraciones: 1, 2.5, 5, 10,
25, 50, 100, 250, 500, 1000 Wg/mL que fueron
preparadas por dilucién de una solucién inicial
(solucién stock) de 10.000 Ug/mL, preparada a
partir de 40 mg de sustancia (patrén o extracto),
solubilizada en 4 mL de agua destilada; las sus-
tancias insolubles se solubilizaron utilizando 500
UL de Dimetilsulféxido (DMSO) y completando
luego a volumen con agua destilada.
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Las pruebas se realizaron en tubos de ensa-
yo de 10 mL, con cuatro réplicas de cada uno de
los extractos, del blanco y el control del cosol-
vente, que se realizé adicionando 40 UL de
DMSO0 como reporta Gualdrén y Sanabria, en
cada tubo de ensayo se colocaron 10 larvas, se
adicioné el volumen calculado de la solucién
stock y se completé a 5 mL con la solucién de
sal de mar. El Bioensayo se dejé durante 24 ho-
ras y se realizé la medicién de la respuesta con-
tando el ndmero de larvas muertas. Como
patrones se utilizaron: Brucina, clorhidrato de
Papaverina, Colchicina, Digoxina, y Fosfato de
Codeina.

Evaluacion de la toxicidad
en Daphnia magna

Se trabajé con un cultivo de Daphnia magna es-
tandarizado y mantenido segtin Ortiz (6) y se si-
guié la metodologia propuesta por Hernandez
(15), con algunas moditicaciones. El ensayo con
este organismo consta de dos pruebas:

Test preliminar. Permite determinar el inter -
valo en que la poblacién presenta el 0% vy el
100% de respuesta. La literatura recomienda
establecer valores de crecimiento logaritmico,
se escogieron concentraciones de: 1, 10, 100,
500 y 1000 pg/mL. Este ensayo se realizé por
duplicado, lo cual es permitido por la norma
ISO-6341-1996 (16) y APHA (American Pu-
blish Health Association) (17). Los bioensayos
se montaron en placas plésticas de 24 pozuelos,
cada uno de 3 mL de capacidad, en cada pozue-
lo se colocaron 10 neonatos (Daphnias que na-
cieron durante las tltimas 24 horas), se
adicion la cantidad de patrén y/o extracto re-
querido para la concentracién determinada y
luego se completé a volumen (3mL) con agua
reconstituida, se tapé y se dejé en las mismas
condiciones que las del cultivo.
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Test definitivo. Por medio de este ensayo se
determina la CE;;—24 horas. Para establecer el
intervalo de concentraciones a emplear en este
ensayo, se tienen como base los resultados del
test preliminar, escogiéndose el intervalo de
concentracién en el que se inmovilizan o mue-
ren entre el 10% y el 90% de los organismos,
cada concentracién se realizé por triplicado y la
lectura se efectué a las 24 horas contando el nt-
mero de Daphnias muertas o inmovilizadas. Se
preparé una solucién Stock con 18 mg de ex-
tracto o sustancia patrén €n agua para sustan-
cias solubles o en 500 UL de DMSO para no
solubles y se complet6 a 3 mL (6.000 Wg/mL),
para el test preliminar se tomaron las alicuotas
para concentraciones de 10, 100, 500 y 1.000
Ug/mLy segin el intervalo de toxicidad se esta-
blecieron las concentraciones para el test defi-
nitivo. También se realizaron por triplicado
ensayos de los solventes de extraccién (Etanol)
y cosolventes (DMSO) en las siguientes con-
centraciones: 10,100, 500, 1000 y 10000
Ug/mL.

Sensibilidad del método. Se realizaron 15
bioensayos a lo largo de la fase experimental
con un patrén de toxicidad conocida: dicroma-
to de potasio que de acuerdo a la norma
ISO-6341-1996 la CEg, para esta sustancia
debe encontrarse entre 0.9 — 2.4 g /mL.
Validacién de los resultados. Los resultados
se consideran validados si cumplen las siguien-
tes condiciones (15): - La concentracién de
oxigeno disuelto al final del bioensayo es mayor
o igual a 2 mg/L; la que se consigue utilizando
para el bioensayo agua de disolucién previa-
mente oxigenada por un periodo mayor de 24
horas. El porcentaje de inmovilizacién o muerte
de los controles es menor o igual al 10%. Y el
célculo de CEgq - 24 horas de los patrones y el
dicromato de potasio se mantienen dentro del
intervalo reportado.
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Tratamiento estadistico

Para el anilisis de los datos obtenidos en estos
ensayos con el propésito de determinar para los
extractos y patrones la CLs - 24 h en Artemia sa-
lina y/o la CEs, -24h en Daphnia magna (como
medida de toxicidad) se empleé el método es-
tadistico de PROBIT, utilizando el programa
FINNEY’s en un computador personal. Las de-
terminaciones se realizaron con un 95% de
confianza.

Resultados y discusién

En términos generales al observar los resulta-
dos de la tabla 1, de acuerdo al andlisis preli-
minar todas las especies presentaron la presencia
de los siguientes compuestos: Flavonoides, sapo-
ninas, Esteroides y/o triterpenoides libres y tani-
nos exceptuando Albizzia subdimiata en la que no
se observé este dltimo grupo de compuestos.

Cuatro presentan pruebas positivas para
alcaloides, cuatro dieron reaccién positiva
para lactonas terpénicas y dos especies presen-
tan cumarinas.

Los patrones presentaron frente a Artemia
salina los siguientes valores de CLs, en g/mL
(los valores encontrados por otros autores se
dan entre paréntesis): Brucina 5.0; Clorhidrato
de papaverina 17.0; Colchicina 3.4 ( < 1.2
(13)); Digoxina 4.5 (9.0 (13)), >7 (5) ); Fosfa-
to de codefna 175.

Y frente a Daphnia magna los valores de
CE;s en Ug/mL fueron (los valores encontrados
por otros autores se dan entre paréntesis): Bru-
cina 17.0; Clorhidrato de papaverina 4.5 (5.9
(15)); Colchicina 17.0; Digoxina 59.0; Fosfato
de codeina 1019 (Morfina 481.9 (15)). La sen-
sibilidad de Daphnia magna frente a dicromato
de potasio es 1.7 hg/mL

Para poder establecer relacién entre cons-
tituyentes quimicos y letalidad sobre Artemia
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salina o Daphnia magna se tomaron las recomen-
daciones del Cyted (14) para clasificar los ex-
tractos segﬁn su toxicidad en:

Extremadamente téxico 1 - 10 Ug/mL
Altamente téxico 10 - 100 Ug/mL
Moderadamente téxico 100 — 500 Ug/mL
Ligeramente téxico 500 — 1000 Ug/mL
Pricticamente no téxico 1000 — 1500  Ug/mL
Relativamente inocuo > 1500 Ug/mL

De las especies probadas frente a Artemia sa-
lina (ver tabla 1), el extracto de la corteza de
Albizzia subdimiata resulté ser el més téxico: cate-
gorfa “extremadamente t6xico” con una CLy,=
3.6 Ug/mL (limites de confianza (95%)
(2.61-4.63)) y frente a Dahnia magna CE, =
203 Ug/mL (limites de confianza (95%)
(174-229)) “moderadamente téxico”, detec-
tandose la presencia de alcaloides, flavonoides,
saponinas y esteroides y/o triterpenoides.

También frente a Artemia salina, once ex-
tractos son altamente téxicos (entre 10-100
Ug/mL) mientras que el extracto etanélico de
las hojas de Tabernaemontana undalata fue mode-
radamente téxico con una CLg, = 450 Ug/mL.
De acuerdo a estos resultados se puede decir
que todas las plantas manifiestan toxicidad so-
bre el organismo de prueba lo cual estarfa co-
rrelacionado con los metabolitos secundarios
presentes en ellas.

Frente a Daphnia magna los resultados de la
CE.,— 24h de los extractos etanélicos se obser -
va segin la tabla 1, que el extracto mds téxico
fue el de Renealmia aromatica (CE4=32.0
Ug/mL), el extracto de Potalia amara (hojas) fue
ligeramente téxico (CE5,=780 (lg/mL), mien-
tras que el extracto etanélico obtenido de la
corteza es practicamente no téxico (CEsp=
>1000 ug/mL), indica que la diferencia de la
respuesta y/o sensibilidad del organismo a cada
extracto se deba a la presencia de determinados
metabolitos secundarios, de hecho como se
presenta en la tabla 1, el extracto obtenido de
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las hojas de esta planta presenta alcaloides en
abundancia, mientras que en la corteza estin
ausentes; también es posible establecer este
tipo de correlaciones (actividad vs. Metaboli-
tos) en los extractos obtenidos de semillas y ho-
jas de Bixa orellana en donde se encontré que el
extracto etandlico de las semillas es moderada-
mente téxico (CEg,= 134 Ug/mL) con relacién
al de las hojas que es ligeramente téxico
(CE5o= 606 Ug/mL).

Comparando los resultados de los patro-
nes, se puede establecer que la Artemia salina es
mids sensible frente a brucina, colchicina, digo-
xina y fosfato de codeina que la Daphnia magna.
El mismo anélisis puede aplicarse a los resulta-
dos hallados para los extractos, puesto que fren-
te a Artemia salina en 11 de 12 extractos la CEq
se encuentra en el intervalo de concentracién
1-100 pg/mL; mientras que en Daphnia magna
la mayoria de los extractos (9 de 12) la CEg; se
encuentra en el intervalo de concentracién de
100-1000 Ug/mL, lo que indica que la Artemia
es un organismo mas sensible tanto a sustancias
puras (segin su naturaleza y concentracién)
como a extractos de plantas. Mientras en Arte-
mia salina el extracto mds téxico fue el de la cor-
teza de Albizzia subdimiata con una CL;;= 3.6
Ug/mL, en Daphnia magna esta ocupé el 7° lugar
de toxicidad con una CLg,= 203 plg/mlL, y vi-
ceversa mientras en Daphnia el extracto de hojas
de Renealmia aromatica, fue el més téxico con
una CEg,= 32.0 Ug/mL en Artemia ocup? la 3¢
posicién de toxicidad con una CLg= 25.0
Ug/mL, lo que indica que no hay correlacién
entre los resultados obtenidos por cada técnica.

En sintesis, se concluye que el ensayo con
Artemia salina es mds sensible que el de Daphnia
magna, pero este tltimo es mds selectivo, frente a
Artemia todas las especies merecerfan estudios
mas profundos, mientras que en Daphnia, serian
prioritarias las especies clasificadas como  alta-
mente téxicas y moderadamente téxicas, asi las
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siguientes especies ameritarian egtudios mas
profundos: Renealmia aromatica, Escallonia pendula,
Mikania banisteriae,, Lepechinia schiedeana, Niphoge—
tum glaucescens, Bixa orellana, Albizzia subdimiata.

Los resultados obtenidos con los biomode-
los utilizados confirman que el estudio de plantas
con el fin de encontrar metabolitos secundarios
con actividad biolégica, produce mejores resul-
tados cuando se realizan teniendo en cuenta el
conocimiento y la utilizacién que las comunida-
des indigenas y campesinas poseen y han dado a
las plantas de su entorno, esto puede afirmarse
del andlisis de los resultados frente a Artemia sali-
na en donde el 90% de las plantas analizadas se
clasifican altamente téxicasy el 10% en la cate-
gorfa moderadamente téxica, al mismo tiempo
frente a Daphnia magna el 70% de las especies
son también altamente y moderadamente téxi-
cas, ademas el andlisis fitoquimico preliminar
muestra que todas las especies poseen metabo-
litos secundarios de interés biolégico.
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