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as RESUMEN

En el Paraguay el consumo de plantas  
medicinales  y aromáticas es tradicional 
y generalizado. La Luehea divaricata 
Mart., conocida popularmente en el 
Paraguay como ka´a ovetî o ka´a ovetî 
pytâ se utiliza popularmente como an-
ticoqueluche, antitusígeno, antiasmati-
co, antidiabético, carmitivo, y para el 
tratamiento de ácido úrico, disentería, 
leucorrea, reumatismo, blenorrea y tu-
mores. Infusiones del tallo y flores se 
utilizan como antidiarreico bronquitis 
y de las hojas como antiinflamatorio, 
diurético, mientras que la raíz tiene 
acción depurativa. También  presenta  
cierta actividad antimicrobiana contra 
Staphylococcus aureus, y antiprolife-
rativa en líneas celulares tumorales. El 
extracto de L. divaricata ha mostrado 
tener efecto genotóxico en una cepa de 
Salmonella typhimurium, pero no tie-
ne efecto genotóxico en cepas de Dro-
sophila melanogaster, y presentó un 
efecto protector cuando estas fueron 
tratadas con un genotóxico conocido. 
En este trabajo analizamos si el extrac-
to acuoso de L. divaricata tiene efectos 
genotóxicos en la médula ósea de ra-
tones tratados analizando  el aumento 
de la frecuencia de eritrocitos policro-
máticos micronucleados (EPCMN) en 
los mismos. Después de un tratamiento 
agudo de 48 hs con el extracto acuo-
so de hojas trituradas de L. divaricata 
las frecuencias de EPCMN en células 
de médula ósea de ratones tratados con 
tres volúmenes diferentes del extrac-
to acuoso no fueron estadísticamente 
significativas, cuando comparadas con 
la frecuencia encontrada en el grupo 
de tratamiento control negativo. Es-
tos resultados indican que el extracto 
acuoso de L. divaricata no induce un 
daño citogenético significativo en cé-
lulas de médula ósea de ratones tra-
tados con el mismo durante 48 horas.

ABSTRACT

In Paraguay, the consumption of me-
dicinal and aromatic plants is  tra-
ditional and widespread. Luehea 
divaricata Mart., popularly known  
as ka’ a ovetì or ka’ a ovetì pytâ is 
commonly used as anticoagulant, an-
titussive, antidiabetic, for the treat-
ment of uric acid, dysentery, leucor-
rhoea, rheumatism, blenorrhea and 
tumors. Infusions of the stem  and 
flowers are used to treat diarrhea and 
bronquitis, leaf infusion is used as 
antiinflammatory and diuretic while 
the root is depurative. It also pres-
ents certain antimicrobial activity 
against Staphylococcus aureus, and 
antiproliferative activity in tumor cell 
lines. The extract of L. divaricata has 
been shown to have genotoxic effects in 
a strain of Salmonella typhimurium, no 
genotoxic effect in strains of Drosophi-
la melanogaster, and presented a protec-
tive effect when they were treated with 
a known genotoxic. In this work we 
analyzed  whether  the aqueous extract 
of L. divaricata has genotoxic effects 
in the cells of the bone marrow of 
treated mice by analyzing the increase 
in frequency of micronucleated poly-
chromatic erythrocytes (PCEMN). 
After an acute treatment of  48  hours  
with  the aqueous extract of ground L. 
divaricata leaves, the frequencies of 
PCEMN in bone marrow cells of mice
treated with three different volumes 
of water extract were not statistically 
significant, when compared to the fre-
quency found in the negative control 
treatment group. These results show 
that the aqueous extract of L. divari-
cata induces no cytogenetic damage 
in bone marrow cells of mice treated 
with the same extract for 48 hours.

INTRODUCCIÓN

Las plantas medicinales son utilizadas 
en muchos  países  del  mundo.  En  
el Paraguay el consumo de plantas me-
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dicinales y aromáticas estradicional 
y generalizado, una costumbre  que 
se hereda desde los tiempos de los 
guaraníes (Paraguay: Informe de la 
FAO  1995;  GONZÁLEZ  TORRES,
2005). Entre estas  plantas  tenemos la 
Luehea divaricata Mart., conocida po-
pularmente en el Paraguay como ka´a 
ovetî o ka´a ovetî pytâ; es un árbol na-
tivo, de entre 15 y 25 metros de altura, 
con hojas simples, flores bisexuales, 
frutos cápsulas y se encuentra distri-
buido en parte de la Región Oriental 
del Paraguay; a nivel de regional tie-
ne una distribución  que abarca Bra-
sil, Uruguay y Argentina (MOLFINO, 
1923, in DI SAPIO   Y GATUSSO,  
1996).  En el Paraguay  se  utiliza   po-
pularmente  la flor como anticoquelu-
che (tos ferina)  (BASUALDO   et   
al., 2004), antitusígeno, antiasmatico, 
antidiabético, carmitivo y para el tra-
tamiento de ácido úrico (SUAREZ 
Y   MERELES,   2006;   PIN   et  al., 
2009) y como preventivo o en el trata-
miento del cáncer (información verbal   
popular).   En   Argentina  se utilizan 
infusiones del tallo como antidiarreico 
y de las hojas como antiinflamatorio 
(SAGGESE, 1959; TOURSARKIS-
SIAN, in DI SAPIO   Y   GATUSSO,  
1996).   En Brasil, donde es conocido 
como açoitacavalo, açoitacavalo miú-
do, ibatingui, ivatingui, paudecanga e 
caiboti de utilizan extractos del tallo 
como antiiflamatorio y de las hojas 
como diurético, que presentan entre 
sus componentes flavonoides, taninos 
y saponinas (ALICE et al.,., 1985, in 
Vargas y col., 1991), las hojas también 
se utilizan como fitoterápicos para la 
disentería, leucorrea, reumatismo, ble-
norrea y tumores, y  la  infusión  de las 
flores es utilizada para curar   la bron-
quitis mientras que la raíz tiene acción 
depurativa  (TANAKA  et al., 2005). 
En ensayos realizados con los extrac-
tos metanólico de  hojas y corteza de 
L. divaricata, fueron moderadamente  
activos  contra Staphylococcus aureus, 
no fueron  activos  contra   hongos   en  

el ensayo utilizado y tuvieron un efecto 
citostático o citocida en líneas celula-
res tumorales (TANAKA et al., 2005).
A pesar de su amplia utilización en   
la medicina popular, son pocos los 
estudios sobre los posibles efectos 
secundarios de los extractos de esta 
especie. Entre los análisis realizados 
encontramos un estudio del extracto 
acuoso de las hojas de L. divaricata 
en Salmonella typhimurium, donde  
se ha observado que tiene un efecto 
mutagénico en la cepa TA 98, al ser 
activada con la fracción microsomal 
S9     (VARGAS      et     al.,     1991).
Estudios   del   potencial  mutagéni-
co en Drosophila melanogaster han 
mostrado que el extracto acuoso de 
la corteza de L. divaricata fue negati-
vo en los cruzamientos Standard y de 
alta bioactivación; al combinarse el 
extracto acuoso de la corteza con un 
mutágeno conocido, la Doxorubicina 
(DRX), se ha observado un efecto re-
ductor de  la  acción  mutagénica  de 
manera significativa, al reducir signi-
ficativamente las frecuencias de man-
chas de pelos  mutantes  en  las alas 
de D. melanogaster, al ser compara-
das con los datos obtenidos en el tra-
tamiento de DXR solo (FELICIO et 
al., 2011), lo que indicaría un posible 
efecto protector del extracto de L.di-
varicata frente a agentes mutagénicos.
Considerando el aumento del uso de 
plantas medicinales se hace necesa-
rio más evidencias científicas de sus 
posibles efectos inocuos. En estudios 
previos se ha visto que la planta L. 
divaricata presenta tanto efectos tó-
xicos como protectores, por  lo tanto 
es importante aplicar estudios citoge-
néticos que nos ayuden a conocer el 
potencial de la misma. Esto se pue-
de realizar mediante el análisis de 
las modificaciones de las frecuencias 
de Micronúcleos (MNs) (SCHIMD, 
1975) en células de médula ósea 
de ratones, tratados con el extrac-
to acuoso de L. divaricada. Objetivo.
El objetivo de este trabajo fue el 
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as analizar los efectos genotóxicos 
del extracto acuosos de L. diva-
ricata en células de médula ósea 
de ratones tratados por 48 hs.

MATERIALES Y MÉTODOS

Las muestras de L. divaricata fueron 
colectadas en la ciudad de San Lorenzo 
e identificadas por la Lic. Biol. Boni-
facia de Bertoni. El “voucher” de la 
especie fue depositado en el herbario 
de la Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales (FaCEN) de la Universidad 
Nacional de Asunción. Para obtener 
el  extracto  acuoso  de  las  hojas de 
L. divaricata, se colocaron 10gr en  de 
hojas maceradas, previamente deshi-
dratadas a 40ºC en estufa, en 100mL 
de agua destilada, a 80ºC, que se man-
tuvo por 10 minutos, se dejó enfriar y 
se filtró con dos sistemas de filtros, fil-
tro común además de filtro de 0,45μm. 
El trabajo de investigación fue realiza-
do en el laboratorio de Biotecnología 
(CEMIT-DGICT- UNA). Para este es-
tudio se utilizaron ratones Swiss albi-
nos sanos, hembras, de 20 a 30 grs. de 
peso y entre 6 a 12 semanas de vida. 
Los animales fueron mantenidos en el 
laboratorio de Biotecnología por una 
semana para su aclimatación con comi-
da y agua ad libitim. Teniendo en cuen-
ta los códigos de  ética  para  trabajos 
de experimentación con  animales de 
laboratorio, se ha evitado todo sufri-
miento innecesario del  animal y se ha 
empleado el mínimo número requerido 
con valor estadísticamente aceptable.

Técnica para análisis de 
Micronúcleos in vivo

Se realizó el tratamiento de los ani-
males, vía oral (v.o.), con tres vo-
lúmenes de 100,  200  y  300μL  del   
extracto   acuoso   de   la   planta.

Luehea divaricata, por 48 hs. Como 
control negativo se trataron a los ani-
males con  300 μL de agua, (v.o)  y 

como control positivo se utilizó Ci-
clofosfamida (CAS Nº:6055-19-2, 
Sigma) 50mg/kg. de peso del animal, 
vía intraperitoneal. Los tratamientos 
de control negativo y positivo fueron 
de 24hs de exposición. Se sacrificaron 
los animales por dislocación cervical, 
se retiraron los fémures y se removió 
la médula ósea con suero fetal  bovi-
no (FBS), mantenido a 37°C. Se ho-
mogenizó el material y se transfirió a 
un tubo cónico, se centrifugó a 1000 
rpm durante 5 minutos. Se desechó el 
sobrenadante dejando un pequeño vo-
lumen para resuspender las células. Se 
resuspendieron las células restantes, 
se colocó 1-2 gotas sobre una lámina 
de cristal limpia, seca y se realizó el 
extendido. Se dejaron secar las mues-
tras y se fijaron las mismas en meta-
nol absoluto. Se tiñeron las muestras 
con Giemsa al 4%. Se analizaron las 
muestras al microscopio óptico con  
aumento   de inmersión y se contaron 
los Eritrocitos Policromáticos (EPCs) 
incluyendo los que presentaron Mi-
cronúcleos (EPCMNs). Se utilizaron 
5 animales por volumen de extracto 
analizado, así como en los controles 
del ensayo. Todos los datos fueron es-
tadísticamente analizados por el Test 
de Dunnett’s (post-test) para un nivel 
de significancia  de  p< 0.05, usando el 
programa de GraphPadPrism software.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados del análisis de 
inducción de micronúcleos (MNs) en 
médula ósea de ratones se muestran en 
la tabla 1. Las frecuencias de MNs en-
contrados en los ratones Swiss albinos 
hembras tratados con   3 volumenes 
del extracto acuoso   de L. divaricata y 
de Ciclofosfamida, (control positivo), 
son comparadas con el control nega-
tivo. Los porcentajes de EPCMNs en 
el control negativo fueron de 0.32%, 
en el grupo de animales tratados con 
100μL de L. divaricata fue de 0.58%, 
en el grupo tratado con 200μL fue de 
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0.46% y en el grupo tratado con 300μL 
del mismo extracto fue de 0.44%; 
mientras que el grupo de animales tra-
tados con 50 mg de Ciclofosfamida por 
cada 1000g de peso de animal  fue  de  
1,34%.  En este estudio, hemos encon-
trado que la frecuencia de eritrocitos 
policromáticos micronucleados en  las 
células de medula ósea de los ratones 
tratados con los 3 volúmenes de L. di-

varicata no ha mostrado un aumento 
significativo, mientras  que la Ciclofos-
famida induce un aumento significati-
vo (P< 0.05) de la frecuencia de eritroci-
tos policromáticos micronucleados en 
células de médula ósea de los ratones 
tratados con el mismo, cuando compa-
radas con la frecuencia encontrada en 
las células de médula ósea de los ra-
tones del control negativo del ensayo.

Tabla 1: Frecuencia total de Eritrocitos policromáticos Micronucleados.

Tratamientos
Total 

ECMNs
Total cels. 

Anl.
% EPCMN 

(± S.D.) Tiempo de trat/o

CTL- 16 5000 0.32 (1,30) 24hs
Luehea 
100µL 29 5000 0.58 (1,64) 48hs

Luehea 
200µL 23 5000 0.46 (3,29) 48hs

Luehea 
300µL 22 5000 0.44 (1,52) 48hs

CP 50 mg/
Kg 67 5000 1.34 (3,21) * 24hs

CTL-: control negativo; Luehea: Luehea divaricata; CP: Ciclofosfamida;
* Estadísticamente significativo p < 0.05 comparado con los datos del control negativo

En este estudio, evaluamos los efectos 
mutagénicos del extracto acuoso de 
L.  divaricada, planta utilizada en la 
etnofarmacología  regional. Se ha uti-
lizado un extracto acuoso concentrado, 
considerando que no se conoce la Do-
sis Letal 50, ni la concentración de uso 
popular. Hemos visto que a esta con-
centración, el extracto acuoso de hojas 
maceradas de L. divaricata no presentó 
un efecto genotóxico significativo en 
células  de médula ósea de los ani-
males tratados. Los Micronúcleos se 
forman en eritrocitos jóvenes de frag-
mentos de cromosomas o cromosomas 
enteros que no son incorporados en  
el núcleo de las células hijas después 
de la división celular y se considera 
que variaciones en la incidencia de 
EPCMN reflejan daño cromosómico 
(Vallarino-Kelly & Morales Ramírez, 

2001). En nuestro estudio, no hemos 
encontrado una variación significativa 
de esa incidencia, lo que indica que  el 
tratamiento con el extracto acuoso de 
L. divaricata no induce daño al geno-
ma de ratones tratados con el extracto.

CONCLUSIÓN

El extracto acuoso de L. divaricata no 
induce variaciones en la frecuencia de 
Micronúcleos en células de médula 
ósea de ratones tratados por 48 hs. Para 
determinar si esta planta de uso medi-
cinal tiene efectos a largo plazo, deben 
realizarse otros estudios que impliquen 
exposiciones a la misma de más largo 
plazo o realizar tratamientos previos 
con genotóxicos conocidos para de-
terminar su potencial efecto protector.
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