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Resumen. El uso de plantas medicinales para

el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
es ampliamente difundido y utilizado hasta la
actualidad en Paraguay. Luehea divaricata,
conocida popularmente como Ka'a oveti (en
Paraguay), acoita-cavalo (en Brasil), Francisco
Alvarez (en Argentina) ha sido utilizada para
tratar afecciones de piel, diarreas, como
antirreumatico

antiséptico, expectorante,

antitusigeno, antiasmatico, antidiabético,
carminativo entre otros. Considerando que
muchas de esas plantas utilizadas de forma
empirica, asi como L. divaricata, no tienen sus
efectos farmacoldgicos y tdxicos comprobados,

el objetivo de este trabajo fue determinar el
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efecto antimicrobiano y toxicidad aguda
preliminar del extracto etandlico bruto (EEB)
de las partes aéreas de Luehea divaricata
colectado en Paraguay. Para evaluar el efecto
antimicrobiano se utilizo la técnica de disco-
difusién frente a Escherichia coli (ATCC
8739), Salmonella typhymurium (ATCC 14028)
y Candida albicans (ATCC 10231). Para
evaluar la toxicidad aguda se utiliz6 neonatos
de Daphnia magna Strauss, que fueron
expuestos a seis concentraciones entre 1y 1.000
mg.L" del extracto etandlico de Luehea
divaricata y después de 48 horas se determiné
la concentracién letal 50 % (CL50). EI EEB de
L. divaricata presentd efecto inhibitorio en C.
albicans y S. typhimurium, sin embargo, nula
actividad frente a Escherichia coli. La CL50 del
extracto en estudio fue superior a 1.000 mg.L™.
Siendo asi se considera que el EEB de las partes
aéreas de L. divaricata presenta potencial

antimicrobiano y baja toxicidad, y puede ser
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objeto de mas estudios acerca de sus efectos
bioldgicos.

Palabras clave. Daphnia magna,
antibacteriano, antifingico, bioensayo, baja
toxicidad.

Abstract. The use of medicinal plants for the

treatment and/or prevention of diseases is
widely spread and used until today in Paraguay.
Luehea divaricata, popularly known as ka'a
ovetl (in Paraguay), acoita-cavalo (in Brazil),
Francisco Alvarez (in Argentina) has been used
to treat skin conditions, diarrhea, as an
antitussive

antiseptic, expectorant,

antirheumatic,  antiasthmatic,  antidiabetic,
carminative and others. Considering that many
of those plants used in an empirical way, as
well as L. divaricata, do not have their
pharmacological and toxic effects proved, the
objective of this work was to determine the
antimicrobial effect and preliminary acute
toxicity of the ethanolic extract from the aerial
parts of Luehea divaricata collected in
Paraguay. To evaluate the antimicrobial effect,
the technique of the disc diffusion assay was
used against Escherichia coli (ATCC 8739),
Salmonella typhymurium (ATCC 14028) and
Candida albicans (ATCC 10231). To evaluate
the acute toxicity, the Daphnia magna Strauss
neonates was used, which were exposed to six
concentrations between 1 and 1.000 mg.L™" of
ethanolic extract from Luehea divaricata
(EELd) and after 48 hours, the LC50 was
determined. The ethanolic extract of L.
divaricata showed an inhibitory effect on C.

albicans and S. typhimurium, however, no

activity against Escherichia coli. The LC50 of

ISSN (en linea) 2709 - 0817

the EELd was higher than 1.000 mg.L"'. Thus,
it is considered that EELd of the aerial parts of
L. divaricata has antimicrobial potential and
low toxic effect, and it can be the object of

further studies about its biological effects.

Keywords. Daphnia magna, antibacterial,
antifungal, bioassay, low toxicity.

INTRODUCCION

Paraguay tiene una cultura fuertemente
influenciada por las tradiciones guaranies, que
son muy bien preservadas (MAG-DIA/FAO,
2008; Fogel et al., 2016). Una tradicion muy
importante es el uso de plantas con fines
medicinales, cuyos usos van desde el consumo
diario asociado con las bebidas tradicionales a
base de yerba mate (llex paraguariensis), mate
y tereré, como también en el tratamiento de
enfermedades (MAG-DIA/FAO, 2008; Noelli,
1998).

Entre la vasta lista de plantas medicinales
utilizada en Paraguay estd Luehea divaricata
Mart., conocida popularmente como ka'a ovetf,
“Francisco Alvarez” y Ka'a oveti pytd. ES un
arbol de gran porte, de la familia Malvacea,
nativa de América. En la medicina popular se
utiliza la corteza y las hojas por su efecto
antiinflamatorio,  antidiarreico,  antiséptico,
expectorante, depurativo entre otros. (Calixto-
Junior et al., 2016; Fogel et al., 2016; Pin et al.,
2009; Instituto de Botanica Darwinion, 2020).

Su distribucién es amplia a nivel regional, se

encuentra en Paraguay, Brasil, Uruguay,

Argentina, Bolivia y Perl, se reportan
problemas con relacion a la correcta
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identificacion botanica asociada al nombre
popular, en razén que dentro del género
Luehea, hay algunas especies que estdn muy
relacionadas entre si enfatizando la variabilidad
fenotipica de esta hierba (Degen et al., 2005).

Cuando se analizaron las hojas de L.
divaricata se determind que estan constituidas
principalmente por flavonoides, saponinas y
catequina (taninos condensados), asi como por
alcaloides,  aceites  fijos,  antocianinas,
carotenoides y polisacaridos en menores
concentraciones, entre otros (Bortoluzzi et al.,
2002; Tanaka et al., 2005). Entre sus
actividades farmacologicas comprobadas se
relata el efecto antibacteriano frente a bacterias
Gram-positivas: S. aureus (ATCC 6538p) y S.
epidermidis (ATCC 12228) y Gram negativas
Escherichia coli (ATCC 11103) y Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) (Mdiller, 2006),
como también inhibicion del desarrollo de
hongos dermatofitos, pero ineficiente en el
control de hongos del género Aspergillus
(Zacchino et al., 1998).

Los efectos toxicos de extractos vegetales
pueden ser evaluado de forma preliminar por
medio de ensayos de toxicidad aguda con
microcrustdceos como Daphnia magna vy
Artemia salina, por su correlacion con
vertebrados y ademas sirven como indicadores
ecotoxicidad de dichos extractos como
contaminantes de cuerpos acuéticos (Aoki et al.,
2005; Almeida Alves et al., 2000; Martinez et
al., 2010; Xu et al., 2020).

Guilhermino et al. (2000), al ensayar 54
sustancias quimicas frente D. magna y ratas
para determinar la CL50 a 24 y 48 horas

demostraron una correlacion positiva entre los
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dos modelos ensayados, inclusive determinaron
que los bioensayos con D. magna son mas
especificos y sensibles como indicador de la
toxicidad aguda cuando son comparados con el
modelo con mamiferos.

Existen evidencias controversiales con
respecto al efecto genotoxico del extracto
acuoso de L. divaricata, que variaron segun el
modelo utilizado: se ha reportado ausencia de
efectos genotoxicos en células de médula dsea
de ratones, tratados con el extracto acuoso por
48 horas (Segovia-Corrales et al., 2017,
Segovia et al., 2016), tampoco se visualizo
efecto genotoxico en cepas de Drosophila
melanogaster (Felicio et al., 2011), sin
embargo, se mostré genotoxicidad en una cepa
de Salmonella typhimurium, y esto es atribuido
a la presencia de taninos y flavonas que
presentan un patron de hidroxilacién que
pueden causar dafios en la estructura de ADN
(Vargas et al., 1991).

Teniendo en cuenta el amplio uso popular
con fines medicinales de esta planta en la regién
y las controversias con respecto al efecto téxico
del extracto obtenido de esta especie vegetal, se
establecié el objetivo de evaluar los efectos
biolégicos del extracto etandlico bruto (EEB)
de las partes aéreas de Luehea divaricata (ka’a
oveti) colectado en Paraguay con un estudio
preliminar de la actividad antimicrobiana y
toxicidad aguda frente al microcrustaceo
Daphnia magna y de esta forma sumar datos

cientificos a la etnofarmacologia nacional.

MATERIALES Y METODOS
Especie vegetal. El material vegetal
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utilizado en el estudio fue cedido por la Dra.
Alba Segovia (Segovia et al., 2016). El voucher
del material colectado e identificado se
encuentra depositado en el Herbario de Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales (FACEN) de la
Universidad Nacional de Asuncion (UNA),
bajo el cddigo 02 de la autoria de Alba Segovia,
identificado por la Lic. Biol. Bonifacia de
Bertoni.

Elaboracion del extracto vegetal. El
material vegetal, partes aéreas de L. divaricata,
fue secado en estufa con aire circulante a
temperatura media de 40 °C durante 4 dias.

Después de deshidratado, fue procesado con
un molino mecanico, obteniendo 800 g de
polvo. El polvo fue sometido a maceracion
exhaustiva en etanol absoluto y posteriormente
el extracto fue concentrado con el
rotaevaporador a temperatura media de 50 °C, y
se obtuvo al final 82 g de extracto etandlico
bruto (EEB) de Luehea divaricata.

Ensayo de actividad antimicrobiana.
Cultivo de microorganismos. Los
microorganismos fueron:
Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Candida albicans
(ATCC 10231), provenientes de la Coleccion
de Cultivos de Microorganismos CCM-UNA,
en CEMIT-DGICT-UNA. Las bacterias fueron
incubadas en medio de cultivo Agar Muller
Hinton (AMH) a 37 °C, mientras C. albicans
fue incubada en Agar Sabouraud Dextrosa
(ASD) a 28 °C por 24 — 48 horas. Se prepararon

suspensiones microbianas con solucion salina

ensayados

estéril a 0,9 %, ajustando la turbidez al estandar
0,5 de la escala McFarland, que corresponde 1 x

10° Unidades Formadoras de Colonias —
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UFC.mL"* de cultivo flingico y 10® UFC de los
(Clinical
Standards Institute [CLSI], 2008).

Ensayo de sensibilidad antimicrobiana.

cultivos  bacterianos. Laboratory

Para evaluar la actividad antimicrobiana del
EEB de L. divaricata se utilizd la técnica de
difusion en agar con discos de papel de filtro
estéril (CLSI et al., 2008; Lima et al., 1993;
Mendes et al., 2012). Se us6 20 mL de medio
de cultivo ASD o AMH, fundido a 45 °C, que
fue asépticamente mezclado con 1 mL de la
suspension de microorganismos en placas petri
de 90 mm x 15 mm. Después de la
solidificacion del medio, un disco de papel
empapado con 10 uL del EEB de L. divaricata
(5 mg.mL™), previamente solubilizado con
tween 80 a 10 %, fue colocado en la superficie
del medio de cultivo, en el centro de la placa.
Se incubd en las condiciones indicadas para
cada microorganismo Yy, posteriormente, se
realizé la lectura, registrando el diametro de los
calibrador

halos de inhibicibn con el

Vernier. Las pruebas se realizaron por
triplicado. Se usé como control: los medios de
cultivo sin inoculo microbiano, medio de
cultivo solo con indculo sin EEB y control del
vehiculo utilizado para solubilizar el extracto —
agua estéril con tween 80 a 10 %. La actividad
antimicrobiana del EEB de L. divaricata se
consideré positiva cuando los halos de
inhibicién alcanzaron valores mayores o iguales
a 10 mm de diametro, por lo menos, en el 50 %
de todas las cepas probadas. (Almeida Alves et
al., 2000).

Las variables estudiadas fueron sometidas a
analisis de variancia (ANOVA) seguido del test

de comparacion maltiple de Tukey 5 % de
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significancia con el paquete estadistico
GraphPad Prism versiéon 8.0.0 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California
USA (www.graphpad.com).

Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia
magna  (Cladocera,  Daphniidae).  Se
determind la toxicidad aguda del extracto
etandlico bruto de L. divaricata por la
inhibiciéon en la movilidad-mortalidad del
crustaceo D. magna, tras 24 y 48 horas de
exposicion, segun el procedimiento establecido
en la norma 1SO 6341 (1996) y la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA, 2002).

Cultivo de Daphnia magna. Los individuos
utilizados para los bioensayos se mantuvieron
en cultivos discontinuos a base de agua dura
reconstituida (APHA, 1998), alimentadas con la
microalga Chlorella sp. La microalga, a su vez,
se mantuvo en medio de cultivo Bristol. Las
condiciones de manteniendo antes y durante el
bioensayo, en general fueron a un fotoperiodo
de luz/oscuridad de 16/8 horas, a una
temperatura de 20 + 2 °C, pH 7-8, y una dureza
de 160-180 mg CaCOs/L el nivel de
iluminacion se mantuvo en a 1000 lux
(Secretaria de Economia, 2010).

Bioensayos con D. magna. La prueba de
toxicidad aguda del EEB de L. divaricata se
evalu6é con dos controles y 4 concentraciones
(tratamientos) del EEB, a 1.000 mg.L", 500
mg.L', 250 mgL' 'y 125
respectivamente, en un Disefio de Blogues
Completo al Azar (DBCA) de 6x3. Las
diluciones fueron preparadas con agua dura
reconstituida (APHA, 1998) y Tween, en

concentraciones menores a 5 %. Por cada

mg.L",
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tratamiento, se prepararon 3 réplicas, cada una
con 20 mL de solucién y 10 neonatos menores a
24 horas de nacidos. Como control positivo, se
utiliz6 Dicromato de potasio y se realizd un
Gnico tratamiento, con tres réplicas, a una
concentracion de 2 mg.L™ de la sal, disuelta en
agua dura reconstituida; por su parte control el
negativo consistio en agua dura reconstituida y
Tween al 5 %. Se realizaron dos lecturas, a las
24 y a las 48 horas. Posteriormente, como
medida de punto final se determind la
Concentracién letal 50 (CLso), por el método
LOG-Probit.

RESULTADOS

Actividad antimicrobiana. EI EEB de L.
divaricata presentd actividad antimicrobiana
frente a S. typhimurium (ATCC 14028), con
halo de inhibicion 12,5+0,61 mm; mientras
frente a C. albicans el halo fue de 9,8+0,29
mm, con diferencia estadistica significativa
(p<0,05). No se observé halo de inhibicion

frente a E. coli, como se visualiza en la

Figura 1.
E.coli 4 C
S. typhimurium — |—{ a

e e e e e e e e L m |
0 5 10 15

Halo de inhibicién en mm

Figura 1. Halos de inhibicion en mm del extracto etanolico
bruto (EEB) de Luehea divaricata frente a C.
albicans (ATCC 10231); S. typhimurium (ATCC
14028) y E. coli (ATCC 8739). Las barras
representan los halos de inhibicion correspondiente
a cada microorganismo. Medias con letras
diferentes son significativamente diferentes p<
0,05 - test Tukey.
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En los controles negativos no se visualizo
crecimiento de microorganismos en las placas
de Petri con medios de cultivo sin in6culo. En
los controles de viabilidad antimicrobiana, en
las placas con inbculo sin aplicacion del
extracto de L. divaricata, se observo
crecimiento normal de las bacterias y levadura.
En el control del vehiculo (agua estéril con
tween 80 a 10 %) tampoco se observo
interferencia en el crecimiento normal de los
microorganismos en estudio.

Bioensayos con Daphnia magna.

Inicialmente se realiz6 una lectura
preliminar a las 24 horas (Tabla 1), en este
analisis

previo, apenas se

mortalidad del 10 % en

produjo una
la concentracion
correspondiente a 1.000 mg.L"".

La lectura final, realizada a las 48 horas
evidencio mayor mortalidad en 3
concentraciones diferentes. Sin embargo, la
mortalidad no permiti6 determinar directamente
la ClLso,

concentracion, no se alcanzé el 50 % de

considerando que, a la maxima
mortalidad requerido. Sin embargo, se realizd
una regresion lineal a partir de la ecuacion
obtenida por el método LOG-Probit (y=2,393x -
2,7248) con el fin de estimar la CLso, este
método arrojé un valor de 1.689 mg.L". El
control frente al Dicromato de potasio a la

concentracion de 2 mg.L"', arrojo6 como

resultado mortalidad del 100 % de los neonatos

a las 24 horas, en las tres réplicas,
confirmandose la sensibilidad de la poblacion
de claddceros.

Por su parte, en el control negativo a base de
agua dura reconstituida y Tween al 5 %, no
produjo inmovilidad en los organismos, con un
100 % de supervivencia al final del bioensayo.
De esta forma los controles validaron el

bioensayo de toxicidad aguda.

DISCUSION

El extracto etandlico bruto de L. divaricata
presentd nula actividad antibacteriana frente a
E. coli coincidiendo con el estudio de Coelho
de Souza et al. (2004), que evalu6 el potencial
antimicrobiano por el método de disco-difusién
de varias plantas utilizadas en la medicina
popular en el Rio Grande do Sul-Brasil, donde
el extracto metanolico bruto de L. divaricata no
inhibié el crecimiento de Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, asi como el de C.
albicans, discerniendo el caso con nuestros
resultados, donde si se observdé halo de
inhibicion frente a C. albicans.

Entre los tres microorganismos ensayados,
el EEB de L. divaricata presentdé efecto

inhibitorio significativo (p< 0,05) frente a

Tabla 1. Resultados de los ensayos de toxicidad del EEB de L. divaricata frente a Daphnia magna a las 24 y 48 horas.

Tratamientos Concentracion Numero de Mortalidada  Mortalidad a las 48
(mg.L?) de EEB neonatos las 24 horas horas (%)
por réplica (%)
1 1.000 10 10 33
2 500 10 0 7
3 250 10 0 3
4 125 10 0 0
Control negativo 0 10 0 0
Control positivo 2 10 10 10

ISSN (en linea) 2709 - 0817
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bacterias E. coli y S. typhi, que son Gram
negativas como las bacterias ensayada en este
estudio.

Tanaka y colaboradores (2005)
determinaron la composicion quimica de
Luehea divaricata MART. y que el extracto
metanolico bruto de L. divaricata presenta
moderada actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (CMI = 250 pug.mL™) y
nula actividad antifingica frente los hongos
ensayados Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis, sin embargo, en
este mismo trabajo se aisl6 e identifico
triterpenos y flavonoides de otras fracciones de
los extractos, que son conocidos por presentar
actividad antimicrobiana frente hongos vy
bacterias, y que probablemente no se plasmé en
los ensayos con los extractos brutos y
fracciones debido la complejidad de sustancias
gue presentan, que pueden inhibir o enmascarar
los efectos bioldgicos de interés.

Siendo asi seria interesante ensayar
fracciones menos polares de los extractos de L.
divaricata, como acetato-de-etila o butanolica
para evaluar si los efectos antimicrobianos
seran mas pronunciados, considerando que en
estas fases se suelen extraer los flavonoides,
cumarinas y otros metabolitos secundarios.

Daphnia magna es el microcrustaceo
comiunmente  utilizado en  bioensayos
ecotoxicologicos, por ser de  facil
establecimiento en el laboratorio y corto ciclo
vital (Xu et al., 2020). En nuestro trabajo no fue
posible determinar la concentraciéon capaz de
causar efecto letal en 50 % de la poblacién
(CLsg), con el calculo de regresion lineal se

estimé en 1.689 mg.L"!, siendo asi denominado

ISSN (en linea) 2709 - 0817

de baja toxicidad el extracto etandlico bruto de
L. divaricata, considerando que la CL50
estimada es superior a 1.000 mg.L™* (Agencia
Ambiental de los Estados Unidos; Guilhermino
et al., 2000). Dichos resultados pueden ser
extrapolables a modelos de toxicidad con
vertebrados, esto considerando la especificidad
y sensibilidad del test con Daphnia magna
(Aoki M et al., 2005; Guilhermino et al., 2000).
Con los resultados obtenidos se concluye
que el extracto etandlico bruto de las partes
aéreas de L. divaricata tiene potencial
antimicrobiano, con baja toxicidad para
microcrustaceos, ampliando el conocimiento
acerca del potencial farmacolégico de Luehea.
Dicho trabajo sirve de premisa para la
continuidad de estudios de la elucidacion de los
constitucion

efectos  antimicrobianos vy

fitoguimica de L. divaricata en Paraguay.
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