BIOENSAYO GENERAL
DE LETALIDAD EN
Artemia salina, A LAS
FRACCIONES DEL
EXTRACTO ETANOLICO
DE Psidium guajava. L y
Psidium guineense. Sw

RESUMEN

El estudio se centrd en la evaluacién y verificaciéon de la letalidad de las fracciones acetato de etilo,
obtenida de los extractos etandlicos de los frutos en estado de madurez, verde y pintén, utilizando la
cascara y pulpa de las especies guayaba (Psidium guajava L) y Choba (Psidium guineense Sw). La
valoracion se llevo a cabo mediante el bioensayo en Artemia salina, a través del cual, se evidencia el
siguiente proceso: determinar la concentracion letal 50 (CL50) utilizando el medio artificial a Ph 7-8,
burbujear con el fin de saturar de oxigeno la solucién, controlar la eclosién de los huevos a 25 °C des-
pués de 48 horas, preparar la solucion madrey las de trabajo a concentraciones de 1500, 1000, 500,
100, 10 g/ml, control positivo estricnina a 80, 70, 60, 50 g/ml, blanco solvente etanol a 80 g/ml. El ensa-
yo biolégico se realiz6 siguiendo las metodologias propuestas por Gualdrén, R (1994); Cyted (1995);
Martinez, C (1999) y McLaughlin, J (1997). Comprobada la letalidad de las fracciones acetato del
extracto etandlico de Psidium guajava. L y Psidium guineense. Sw mostr6 CL50 de 181.4y 221.30
g/mlrespectivamente, los resultados se evaluaron segtin Gautret (2000).
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Introduccion

% no de los biomodelos mas
I utilizados en las etapas
preliminares de la investi-
gacion fitoquimica, es el bioensayo
de letalidad frente a Artemia Salina'.
(figura 1), desarrollada en 1982 por
Meyer y Col. El procedimiento con-
siste en exponer compuestos activos
y/0 extractos de plantas a nauplios
de Artemia salina, para determinar
valores de concentracion letal 50
(CL50), expresada en g/ml. (Marti-
nez, 1999). Sin embargo, los valores
obtenidos de CL50, no advierten una
actividad fisiologica o biologica en
particular; son indicadores de toxici-
dad a nivel celular que pueden orien-
tar investigaciones mas especificas.

Figura 1. Artemia salina

ABSTRACT

The study was centred in the evaluation and verification of the lethality of the ethyl acetate fractions,
obtained out of the ethanolic extracts of mature, rape, and semi mature fruits, using the shell and the
pulp of the species guava (Psidium guajava L) and Choba.(Psidium guineense Sw). The valuation was
carried out by means of the bioassay in Artemia saline, through which the following process is
evidenced: to determine the Lethal concentration 50 (CL50) using the artificial environmentto Ph 7 - 8,
to bubble in order to saturate the solution with oxygen, to control the eggs appearance to 25 °C after 48
hours, to orepare the mother and working solution at concentrations of 1500, 1000, 500, 100, 10 mg/m,
strychning positive control at 80, 70, 60, 50 mg/ml, ethanol solvent target to 80 mg/ml. The biological
rehearsal was carried out following the methodologies proposed by Gualdrén, R (1994); Cyted (1995);
Martinez, C (1999) and McLaughlin, J(1997). Proven the lethality of the acetate fractions of the
ehatanolic extract of Psidium guajava L and Psidium guineense Sw it showed CL50 181.4 and 221.30
mg/ml respectively, the results were evaluated according to Gautret (2000).

(Fuente: http 1)

Key words: Vegetable Extracts, Fractions, Letalidad, Artemia saline. La toxicidad en vivo de un orga-

nismo animal puede usarse como
método conveniente para el segui-
miento y fraccionamiento en la bus-
queda de nuevos productos natura-
les bioactivos; por tal razon, en este
trabajo se decidio realizar el bioen-
sayo de letalidad sobre nauplios de
Artemia salina. Este organismo es
facil de cultivar y manipular en labo-
ratorio, es sensible a una gran varie-
dad de toxicos; y genera resultados

Pertenece a la clase de los crustaceos, presenta un cuerpo de aspecto
variable, segmentado, delgado; su longitud osclla entre 10-12 mmy la
vanabilidad depende segun el tipo de especie y de las caracteristicas
del medio donde habitan, especialmente la salinidad. (Gualdrdn, 1994).
Habita en aguas saladas y zonas salubres. Se desplaza velozmente
sobre su dorso por el agua y constituye una parte fundamentaldentro de
lacadena alimenticia en los ecosistemas donde vive. (Forero, 2002)
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confiables en cuanto alternativa poco costosa, sencilla
y rapida. Puede ser usada de manera rutinaria en la
investigacion fitoguimica y permite crear una base
para adelantar posteriores estudios, que brinden apli-
caciones (Forero, 2002).

Este bioensayo es aplicable a compuestos con
estructuras y modos de actividad diversos, lo que le
otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, de
ahi que sea usado como método de analisis para detec-
tar residuos de pesticidas, micotoxinas, anestesicos y
compuestos de tipo morfinico entre otros (Gualdron,
1994).

Las muestras analizadas pertenecen a la familia de
las Mirtaceas, Psidium guajava L (figura 2), se cultivay
produce en la region de Moniquira y municipios aleda-
fos del departamento de Boyaca, (Canon, 2000); es
originaria de América tropical. Los principales produc-
tores son India, Brasil, México y Cuba, entre otros. En
Colombia su cultivo se encuentra ampliamente propa-
gado en Boyaca, Santander, Cesar y Atlantico. La pro-
duccion requiere una precipitacion optima de 1.000-
3.800 mm de lluvia anual y una temperatura de 15,5-
34°C. (Gupta, 1995); se ha utilizado tradicionalmente
como planta medicinal: antidiarreico, antiséptico,
astringente y digestivo, contra padecimientos de la
piel, ladiabetes, el catarroy la tos (Martinez, 1997).

Figura 2. Psidium guajava L “Guayaba”

Psidium guineense Sw (figura 3), se da en la region
de bajo Ricaute (Raquira, Villa de Leiva). Es una plan-
ta nativa y de amplia dispersion en América tropical
hasta 2200msnm, prospera en terrenos aridos, es un
arbolito de 2 a 2.5 metros de altura, los frutos son glo-
bosos, a veces ovoides, aromaticos, pedunculados
(Romero, 1991). Es usada como planta medicinal, la
decoccion de las raices es ideal para tratar enfermeda-
des urinarias, diarrea y disenteria. En Costa Rica se
emplea para reducir venas varicosas y ulceras en las
piernas. La decoccion de la hoja es empleada para
curar la bronquitis. (Chavarria, 1998)
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El bioensayo, se llevo a cabo en el laboratorio de ensa-
yos farmacoldgicos del grupo de investigacion “Blusqueda
de principios bioactivos en  plantas medicinales”
Departamento de Farmacia, Universidad Nacional de
Colombia. '

La evaluacion se practico a frutos frescos y sanos en
estado de madurez verdey pintén, utilizando la cascara
y la pulpa (Tabla 1), donde se determiné la madurez por
pH y acidez. En condiciones secas, unas muestras fueron
sometidas a extraccion por maceracion en frio y otras por
precolacion con etanol a 96%, y concentrados en rotaeva-
porador BUCHI R205 hasta la sequedad. Finalmente, se
fracciono con acetato de etilo a cuyas partes se les reali-
76 el ensayo de letalidad con Artemia salina.

Guayaba fruto cascara pintona GFCPS

M2
seca
Guayaba fruto pulpa pintona GFPPS M4
seca
Choba fruto cascara verde seca ChFCVS M6
Choba fruto cascara pintona
S ChFCPS M7
Choba fruto pulpa verde seca ChFPVS M8

Las muestras evaluadas de las especies Psidium guaja-
va L (guayaba), variedad roja regional y Psidium guineen-
se Sw, (choba) silvestre, fueron clasificadas en el Herbario
Nacional Colombiano.

Una vez preparado el medio artificial para el cultivo
de artemia salina, se verifico que la medida del pH estu-
viera entre 7 y 8. Se sometio a burbujeo con una bomba de
oxigeno por una hora, con el fin de saturar de este ele-
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mento la solucion. Se adecuo un recipiente que hiciera
las veces de camara de incubacion para el desarrollo
(eclosion) de 45 mg de huevos de Artemia salina, en 450
ml de medio artificial. Esta consta de una zona oscura y
una zona iluminada permanentemente. Como fuente de
luz se colocaron dos lamparas redondas con bombillas
de 110 watios a 40 cm de distancia de las camaras.
Encendidas desde el momento de cultivo hasta la culmi-
nacion de cada bioensayo, permitieron mantener una
temperatura de 25 °C. Alas 24 horas se observé la eclo-
sion de los nauplios, los cuales se dejaron madurar
durante 48 horas, tiempo establecido para la utilizacion
enel bioensayo.

Para la preparacion de las muestras madre, se pesa-
ron 60mg de cada fraccion y se llevo a un volumen de 6
ml con medio artificial. A partir de ésta, se prepararon
soluciones a concentraciones de 1500, 1000, 500, 100 y
10 g/ml. Luego se dispuso la solucion madre a partir de
estricnina de 40 mg, la cual se disolvié con 6ml de eta-
nol, quedando a una concentracion de 6.6 mg/ml. Con
eésta se elaboraron mezclas de 80, 70, 60y 50 ug/ml.

Asi mismo, se hicieron dos blancos; uno como disol-
vente de las fracciones (agua) y el otro de estricnina
(etanol). Para el primero se tomaron 750l de agua desti-
lada y para el segundo 60ul de etanol. Este ultimo alcan-
z0 una concentracion de 80 mg/ml.

En todas las muestras y blancos se completo un volu-
men de 5 ml con medio artificial, las cuales contenian 10
nauplios con 48 horas de haber eclosionado. Para anali-
zar los resultados se realizaron tres replicas.

Los tubos preparados fueron mantenidos a 25 °C y
expuestos a la luz durante 24 horas, en gradillas.

Durante el bioensayo se registra el numero de nau-
plios puestos inicialmente en cada tubo de ensayo (TV);
al cabo de 24 horas de contacto con las sustancias y los
extractos ensayados se realizo el conteo del nimero de
nauplios muertos (TM).

Se calculd el porcentaje de letalidad por cada una
de las concentraciones determinadas mediante la ecua-
cion: %Letalidad = TM/ TV x 100, calculandose la CL,, por
la siguiente ecuacion:

'Log CLso=log X1 + 50-Y; [(log (X>) - log (X))]

Yz 'Y1

X4 =2 Concentracion inhibicion Y1 > 50 %
X, = Concentracion inhibicion Y2 < 50 %
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Finalmente, se clasificaron las fracciones y patrones
o blancos evaluados segun la toxicidad, tomando como
referencia las recomendaciones del CYTED’ (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién toxicidad segin CYTED

| Extremadamente téxico 1-10 pg/ml
| Altamente toxico 10-100 pg/ml
] Moderadamente téxico 100-500 ug/mi
v Ligeramente téxico 500-1000 pg/mi
\Y Préacticamente no téxico 1000-1500  ug/ml
Vi Relativamente inocuo > 1500 ug/ml

tados
y discusion

Preparacion de las muestras:

Las muestras evaluadas fueron las especies Psidium
guajava L (guayaba), variedad roja regional y Psidium
guineense Sw, (choba) silvestre, identificadas por el
Herbario Nacional Colombiano, con nimero de colec-
cion 498195 y 495197 respectivamente.

La tabla nimero 3 muestra resultados promisorios
del ensayo de letalidad en Artemia salina, aplicado a las
fracciones de acetato, en lo que se refiere a actividad
biologica preliminar; ya que se encontraron valores de
CL,de 181.4y221.30 ug/ml, y puede clasificarse como
moderadamente toxico (entre 500-100 g/ ml), segun el
Cyted, la CL,, es la concentracion que inhibe el 50% de la
poblacion. (Rodriguez, 1999).

*CYTED: Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo,
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Tabla 3. Resultados del Bioensayo en Artemia Salina

MUESTRA [¢] MUERTOS | VIVOS | LETALIDAD | CATEGORIA CLso
uG/ML ng/ml
1500 10 0 100 %
1000 10 0 100%
M2FA 500 10 0 100% Moderadamente 181.4
toxico
100 1 9 10 % Mogeradamente
toxico
10 0 10 0%
1500 10 0 100%
1000 10 0 100%
MA4FA 500 10 0 100% Moderadamente | 554 39
toxico
& Moderadamente
100 0 10 0% ety
10 0 10 0%
1500 10 0 100 %
1000 10 0 100%
M6FA 500 10 0 100% Moderadamente |  4g4 4
toxico
100 1 9 10% I\J:Io_deradamente
toxico
10 0 10 0%
1500 10 0 100%
1000 10 0 100%
M7FA 500 10 0 100% Moderadamente | 554 39
toxico
5 Moderadamente
100 0 10 0% e
10 0 10 0%
1500 10 0 100%
1000 10 0 100%
MSFA 500 10 0 100% Moderadamente | 554 39
téxico
100 0 10 0% ![\{IOQeradamente
OXICO
10 0 10 0%
BLANCO | 1500 0 10 0
OCTUBRE 2005 CulturaCientifica



PATRON ESTRICNINA

[c] clso uG/ML clso pG/IML
LGIML MUERTOS | VIVOS | LETALIDAD CATEGORIA EXPERIMENTAL | LITERATURA
Altamente
80 6 4 60% o
70 6 4 60% oo
Alta n 50 77.2
60 6 4 60% L
OXICO
Altamente
50 5 5 50% 5500
PATRON ETANOL
(Solvente de la Estricnina)
80 | 1 [ 9 ] 10% |
De acuerdo con estos resultados se puede decir que COﬂClUSi ones

todas las muestras evaluadas manifestaron toxicidad
frente a la Artemia salina. Ademas, la actividad de las
sustancias evaluadas se comparé con el patron
Estricnina que presenté un CL50 de 50g/ml, donde se
observa que este organismo es muy sensible a los princi-
pios activos presentes en estas muestras. Esto justifica
la conveniencia del ensayo en los estudios preliminares
de la actividad de las fracciones en funcion de la toxici-
dad de los mismos, destacandose el caracter reproduc-
tivo del ensayo, ya que se presenta una diferencia mini-
ma entre los valores experimentales del patron y los
reportados en la literatura.
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« La concentracion letal 50 de las fracciones acetato
de etilo presenta valores de 181.4 y 221.30 g/ml consi-
derando que esta relacionado como moderadamente
toxico.

« El valor de CL50, producto del bioensayo, no mues-
tra una actividad fisiologica o bioldgica en particular; es
indicador de toxicidad a nivel celular, que puede orien-
tar investigaciones especificas futuras, en busca de nue-
vos productos naturales biocactivos con los frutos
empleados.l

« PINZON, R y SANCHEZ, C. (1995). Manual de Técnicas de Investigacion:
CYTED. p.p 63-70.

*ROMERO, C.(1991). Flores silvestres de Colombia: Instituto Colombiano de
Cultura Hispanica. En: Mirador del Sabio Mutis. p.p. 505-510.

* RODRIGUEZ, A. (1999). Contribucion al estudio fitoquimico y bioactividad
en Artemia salina de la madera Guarea Kunthiana (Meliaceae). Tesis.
Universidad Nacional de Colombia. Departamento de Farmacia.

- RODRIGUEZ, E; GUTIERREZ, y QUINTERO, R. (1997). Estudio farmacog-
noéstico y valoracion del extracto fluido obtenido de las hojas de Psidium
guajava L. (guayaba). En: Rev. Cubana Plant Med; 2(2-3):26-9.

1.http://www.bioética.org/
2. http://www.acguanacaste.ac.cr

ocTusre 2005 | 45





