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Evaluacion de la toxicidad aguda y la actividad

diurética de la especie Lachemilla pinnata

en animales de experimentacion
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Resumen

El efecto diurético y la toxicidad aguda
del extracto hidroalcohdlico de Lachemilla
pinnata (sillu, sillu) planta medicinal utiliza-
da tradicionalmente en Bolivia, fue investi-
gado en ratones y ratas.

El extracto hidroalcohdlico de Lachemi-
lla pinnata (EHA-Lp) en dosis de 100, 500 y
1000 mg/kg de peso corporal fue adminis-
trado por via oral a ratones machos, hem-
bras y ratas hembras para la determinacién
de la toxicidad aguda (DL50), efectos sobre
el comportamiento general de ratones y
evaluacion de la influencia del extracto so-
bre el volumen de excrecion urinaria segin
el método descrito por Wiebelhaus (1965).

Los resultados revelaron que el extrac-
to no provoca toxicidad aguda (DL50 mayor
a 3000 mg/kg) hasta la dosis maxima ensay-
ada. No se evidenciaron efectos signifi-
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Abstract

The diuretic effect and acute toxicity of
the hydroalcoholic extract Lachemilla pin-
nata (Sillu Sillu) medicinal plant traditional-
ly used in Bolivia, was investigated in mice
and rats.

The hydroalcoholic extract of Lachemi-
lla pinnata (EHA -Lp) at doses of 100, 500
and 1000 mg / kg body weight was oral-
ly administered to male mice, female and
female rats to determine the acute toxic-
ity (LD50), effects on the general behavior
of mice and assessment of the influence of
the extract on the volume of urinary excre-
tion by the method described by Wiebel-
haus (1965).

The results revealed that the extract
does not cause acute toxicity (LD50 great-
er than 3000 mg / kg) up to the maximum
dose tested. No significant effects on the
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cativos sobre el comportamiento general
en los ratones excepto la presencia de in-
hibicién al estimulo doloroso asi conducta
pasiva y temerosa.

El efecto diurético generado por el
EHA-Lp con dosis 100 y 1000 mg/kg, tanto
en ratones como ratas mostraron niveles de
significancia p<0.01 en comparacion al gru-
po control (suero fisiol6gico) produciendo
un efecto similar al ejercido por el farmaco

patron Furosemida.

overall behavior in mice except the pres-
ence of painful stimuli and inhibition pas-
sive and fearful behavior were evident.

The diuretic effect generated by the
EHA -Lp at doses 100 to 1000 mg / kg, both
in mice and rats showed significance levels
p <0.01 compared to control group (physi-
ological saline ) were produced similar to
that exerted by the standard drug Furose-
mide effect.

In conclusion the hydroalcoholic ex-

En conclusidn el extracto hidroalco- tract Lachemilla pinnata has diuretic effect

hélico de Lachemilla pinnata presenta efec- comparable to standard drug Furosemide
to diurético comparable al farmaco patrén with a favorable toxicity profile.
Furosemida con un perfil toxicolégico fa-

vorable.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial es una enfermedad de alta prevalencia en todo el
mundo y es la mas sobresaliente entre las enfermedades cardiovasculares (Va-
rela., 2007). Esta patologia esta presente en el 35% de todos los eventos car-
diovasculares ateroscleréticos y en el 49% de todos los casos de falla cardia-
ca e incrementa el riesgo de eventos cerebro-vasculares (Padwal y col., 2001)

En Bolivia la hipertension arterial tiene una prevalencia importante, que
alcanza aproximadamente a un 23 % de la poblacion general. (Mercado.,
2005; Renjel., 2006).

Dentro del amplio grupo de farmacos utilizados en el tratamiento de la
hipertension arterial, se encuentran los diuréticos entre ellos la furosemida
un diurético de alta eficacia natriurética indicada para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), cirrosis hepatica, enfermedad renal
y manejo de pacientes con hipertension arterial (Florez., 1998). Sin embar-
go su utilizaciéon puede generar en muchos casos efectos adversos asociados
con este diurético como la reduccién de los flujos sanguineos renal, cerebral
y cardiaco; la perdida de potasio con alteraciones cardiacas y neuromuscula-
res, aumento del nivel sérico de acido urico y el nivel sanguineo de glucosa;
reacciones alérgicas; dermatitis exfoliativa en raros casos; prurito, trombo-
citopenia y leucopenia. Incluso se puede observar: parestesias, vision borro-
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sa, hipotensién postural, nauseas, vomitos o diarrea. Ademas se han reporta-
do efectos ototoxicos, (Gennaro, 2003).

Algunas especies vegetales como el Equisetum Bogotense, Costus pictus,
Rosmarinus officinalis L son utilizadas tradicionalmente por su efecto diuré-
tico (Lemus et.al. 1996;; Melendez-Carmargo et. al. 2006; Martinez Martin et.
al. 2004).

La especie vegetal Lachemilla pinnata planta autéctona de Bolivia de cre-
cimiento endémico en las regiones andinas es comtinmente Ilamada Sillu si-
llu, Yurak, chchapi, churitika (Quechua), pichi pichi (Aymara) (Girault, 1987).
Pertenece a la familia Rosaceae y es utilizada en la medicina tradicional boli-
viana para el tratamiento de diferentes enfermedades, entre ellas: afecciones
renales, enfermedad de la vejiga, higado, contra célicos hepaticos, ademas de
presentar actividad antiinflamatoria, analgésica, antiinfecciosa y antiséptica,
(Girault, 1987).

Las partes mas usadas de la planta son la fruta, hoja, tallo y raiz utiliza-
das en forma de bafos de infusion, decoccién, cataplasma y cocimiento de la
hoja, (Girault 1987; De Lucca 1992).

El analisis fitoquimico de la especie pinnata realizada revela los siguien-
tes componentes: fenilicos: Acido para —hidroxibenzoico, acido cafeico, Aci-
do Cumarico, Acido ferdlico Acido siringico. Flavonoides: Diarabinésido de
quercetol, Glucésido de camferol. Acidos organicos como: dcido acético, ma-
lico, citrico,oxalico, succinico. Triterpenos como la alfa y beta amirina y este-
roles como el beta-sitosterol. (Yamagishi, 1988).

El presente estudio se realizo para determinar la toxicidad aguda y la acti-

vidad diurética en ratas y ratones de la especie Lachemilla pinnata, planta me-
dicinal utilizada tradicionalmente en Bolivia para afecciones cardiovasculares.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La recoleccién de la especie Lachemilla pinnata se realizé en la poblacion
de Huatajata, Provincia Omasuyos del Departamento de La Paz a una altu-
ra aproximada de 4000m/snm en el mes de mayo de 2011. Un espécimen de
la planta fue depositado en el Herbario Nacional de Bolivia para su autenti-
ficacién.

Una cantidad de 4000 g del polvo obtenido de las partes aéreas de la plan-
ta se someti6 a extraccion hidroalcoholica (30:70) por maceracién por un pe-
riodo de 96 horas. El macerado se filtro en papel filtro whatman N° 1, y el
filtrado se concentro a presion reducida en un rotaevaporador para su poste-
rior liofilizacion. El rendimiento obtenido fue de 12,2 % p/p
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Animales

Se emplearon ratones albinos suizos cepa Swiss, adultos, hembras y ma-
chos con un peso promedio entre 20-30 g y ratas hembras albinos con peso
promedio entre 250 y 300 g. Todos los animales fueron criados y manteni-
dos adecuadamente en el bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimicas, Universidad Mayor de San Andrés, con ciclos de 12 horas luz
y 12 horas oscuridad, con alimento y agua ad libitum. El nimero de animales
utilizados para cada ensayo fue de 10 y se realizaron de acuerdo a las Nor-
mas de Etica de la Comunidades Europeas. (Diario Oficial de las Comunida-
des Europeas, 1998).

EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA EN RATONES

La determinacion de la toxicidad por via oral se realizd, con pequenas
modificaciones, segiin las recomendaciones del Programa Iberoamericano
de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED) y la Organization for Eco-
nomic Cooperation and Development, (Lapa, 2002; OECD, 2001).

Ensayo de DL50

Se utilizaron grupos de 10 ratones (5 hembras y 5 machos) de peso pro-
medio entre 20-30g, en ayunas de 6 horas, a los que se administr6 por via oral
el estracto hidroalcohdlico de Lachemilla pinnata a dosis de: 1000; 2000; y
3000 mg/kg de peso corporal y a continuacion se observaron cuidadosamen-
te los efectos y la mortalidad durante un periodo de 24 horas. Se utilizo suero
fisiologico (SF) para disolver los extractos y como solvente control.

Efecto sobre el comportamiento general de ratones

Grupos de 10 ratones machos y hembras en ayunas de 6 horas recibie-
ron dosis de 1000; 2000 y 3000 mg/kg de EHA-Lp por via oral. Los ratones del
grupo control recibieron el solvente (suero fisiol6gico) en una relacién de 0,1
mL/10g de peso corporal.

Tras la administracion del extracto se observaron diferentes parametros
comportamentales a los 30, 60, 120, 240, 480 minutos y 24 horas. Los parame-
tros biol6gicos de regulacién y control central (depresién o estimulacién), de
regulacion autonémica y parametros subjetivos fueron tabulados individua-
mente.

Determinacion de la toxicidad subaguda aguda a dosis multiple

Se utilizaron grupos de ratones machos y hembras (N= 10; 20-30 g de peso
corporal) en ayunas de 6 horas. Cada animal recibié 1000 mg/kg de EHA-Lp
por via oral una vez al dia durante 14 dias y el grupo control recibié suero fi-
siologico.
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Se realizaron observaciones de los signos y sintomas de toxicidad hasta los
14 dias. Se determind el peso corporal de cada animal antes y durante el en-
sayo (1, 7 y 14 dias) y el dia 15 todos los animales fueron sacrificados en se-
cuencia individual para realizar el estudio macroscépico de los principales 6r-
ganos y se evaluo la influencia del extracto sobre el pes6 del corazon, rinén,
bazo, pulmones, higado, estomago e intestinos.

Evaluacion de la actividad diurética

La determinacion de la actividad diurética se realizé segin el método
descrito por Wiebelhaus (1965). Se formaron 5 grupos de 10 ratones albinos
suizos y ratas albinos. Al grupo | (Control) se administr6 solucién fisiol6gica
0,1mL/10g de peso corporal. Los grupos II, Il y IV recibieron por via oral do-
sis de 100, 500 y 1000 mg/kg, del EHA-Lp y el grupo V recibié por via intrape-
ritoneal 20 mg/kg de Furosemida.

Luego de la administracion, los animales fueron colocados de forma indi-
vidual en jaulas metabdlicas y se registré el volumen de orina acumulado a
los 90 min y 24 horas. Se determiné luego el porcentaje de carga salina excre-
tada y la accion diurética.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar y el
analisis estadistico de los datos fue realizado por la prueba paramétrica ANO-
VA de una cola a través del programa estadistico MINITAB 15 para Windows
XP.

Niveles de probabilidad menores a p<0,05 y p<0,01 fueron considerados
como estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Toxicidad aguda (DL50)

La administracion oral de dosis de 1000, 2000 y 3000 mg/kg de EHA-Lp no
provoc6 mortalidad ni sintomas de toxicidad en los animales, lo que indica
que DL50 es superior a la dosis maxima empleada (3000 mg/Kg).

Efecto sobre el comportamiento general de ratones.

En general no se observé marcados efectos sobre el comportamiento de
ratones hembras y machos. Sin embargo el extracto indujo inhibicion al es-
timulo doloroso, conducta pasiva y conducta temerosa, hasta los 60 minutos
post administracion con dosis de 2000 y 3000 mg/kg. Estos efectos fueron dis-
minuyendo y la inhibicién al estimulo doloroso con dosis de 3000 mg/kg se
observé tinicamente hasta los 240 minutos.
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Determinacion de la toxicidad subaguda aguda a dosis multiple

Los ratones hembras y machos tratados diariamente con dosis de 1000
mg/kg de EHA-Lp hasta los 14 dias no mostraron ningun signo o sintoma de
toxicidad. El peso corporal se mantuvo dentro los parametros normales vy si
bien el peso del corazén, estomago, higado en ratones hembras y del intesti-
no e higado en ratones machos aumento significativamente respecto al gru-
po control. Sin embargo esta diferencia no ha generado los signos y sintomas
caracteristicos de un efecto toxico.

Evaluacion de la actividad diurética

Respecto de esta actividad el EHA-Lp aument6 significativamente el por-
centaje de carga salina con dosis de 500 y 1000 mg/kg (p < 0.05; p < 0.01 res-
pectivamente) en ratones hembras y con 100 mg/kg en ratones machos en
comparacion al grupo control. El incremento de la accion diurética fue signifi-
cativa (p < 0.01) con dosis de 100, 500 y 1000 mg/kg tanto en ratones hembras
y machos hasta las 24 horas. Estos resultados se muestran en la tabla N° 1.

Tabla N° 1
Efecto del EHA-Lp sobre la excrecion de la carga salina en ratones hembras
y machos hasta las 24 horas.

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | % de Carga salina excretada | Accién diurética
Ratones hembras:

Solucién Salina (Control) 34,3+0,3 1
Furosemida 20mg/kg 68,8+0,1** 2,1+0,4**
EHA-Lp 100mg/kg 28,3+0,1 8,1+0,2**
EHA-Lp 500mg/kg 41,9+0.1* 1,4+0,5**
EHA-Lp 1000mg,/kg 41,4+0,4%* 9,6+0,2**
Ratones machos:

Solucién Salina (Control) 41,1+0,8 1
Furosemida 20mg/kg 72,6,£0,2** 1,8+0,3**
EHA-Lp 100mg/kg 56,8+0,8* 1,440,2%*
EHA-Lp 500mg/kg 54,9+0,1 1,240,3**
EHA-Lp 1000mg/kg 41,3+46,7 9,64+2,3**

Cada valor representa la Media + S.E.M., N=10 (ANOVA de un factor).* P<0,05;** P<0,01

El EHA-Lp con dosis de 100 mg/kg produjo un aumento significativo (p <
0,05) del volumen de excrecion urinaria en ratones machos hasta las 24 horas
post administracion del extracto en comparacion al grupo control (solucién
fisiolgica). Estos resultados se muestran en el grafico N° 1
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Grafico N° 1
Efecto del extracto hidroalcoholico de Lachemilla pinnata sobre el volumen
de excrecién urinaria en ratones machos (N=10)

EFECTO DIURETICO DEL EHA-Lp A DOSIS DE 100, 500 Y 1000mg/kg
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En ratones hembras el EHA-Lp con dosis de 1000 mg/kg aumento6 signi-
ficativamente (p < 0,01) el volumen de excrecién urinaria hasta las 24 horas
respecto al grupo control (SF). Estos resultados se muestran en el grafico N° 2.

Gréfico N° 2
Efecto del extracto hidroalcoholico de Lachemilla pinnata sobre
el volumen de excrecién urinaria en ratones hembras (N=10)
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EN RATONES HEMBRAS HASTA LAS 24 HORAS,

2,51
*k

2,0 T

<)
E
H 1,5
I
= 1,0 .
£ % 1
E o5 \
=
E / \
wl 22 B N\ .
Lo
{.\0{‘? a\"‘&, . \‘-V\R\ ° UQ\Q@
S o :
R S

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10;* P<0,05; ** P<0,01
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En grafico N°3 se muestra la influencia de la administracién del EHA-Lp en
ratas hembras. Se puede observar que hasta las 24 horas post administracion,
el extracto produjo un aumento significativo del volumen de excrecién uri-
naria con dosis de 500 y 1000 mg/kg (p < 0,05 y p < 0,01 respectivamente) en
comparacion al grupo control.

GRAFICO N° 3
Efecto del extracto hidroalcoholico de Lachemilla pinnata sobre

el volumen de excreci6n urinaria en ratas hembras (N=10)
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DISCUSIONES

Se realizé el estudio toxicoldgico y farmacoldgico de la especie Lachemilla
pinnata a fin de determinar el efecto diurético y evaluar su toxicidad. Las re-
ferencias de uso popular indican que la especie Lachemilla pinnata es utiliza-
da en la medicina tradicional boliviana para el tratamiento de diferentes en-
fermedades, entre ellas: afecciones renales (Girault., 1987).

Los resultados revelaron que el extracto no manifiesta toxicidad aguda, pues
no se evidencié mortalidad hasta 24 horas de observacién,por lo tanto se con-
sidera que la DL50 corresponde a un nivel de dosis superior a 3000 mg/kg de
peso corporal (dosis maxima ensayada). No se evidenciaron efectos significa-
tivos sobre el comportamiento general en los ratones, excepto la presencia de
inhibicion al estimulo doloroso, conducta pasiva y temerosa en una fase ini-
cial del estudio, los cuales desaparecieron en el transcurso del experimento.

La inhibicién al estimulo doloroso observado en los ratones puede estar aso-

ciado a un posible efecto a nivel del sistema nervioso central, que en repuesta
a la exposicion de condiciones de estrés en los animales de experimentacién
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se podria producir la liberacién en la adenohipéfisis, de la hormona CRH la
que estimula la secrecion de la B-endorfina, un péptido opiaceo responsable
de la analgesia asociada al estrés, (Kofman 2002; Teague y cols., 2007).

La presencia de conducta pasiva y temerosa observada en los ratones has-
ta los 60 minutos podria deberse a las condiciones experimentales de mani-
pulacién en el laboratorio que podria influir en conducta, fisiologia y sistema
inmune (Ottenweller, 2000).

Segun el ensayo de toxicidad a dosis continua por 14 dias, no se observo
cambios significativos sobre la actividad autonémica, refleja o central. Tam-
poco se observaron diferencias significativas del peso corporal hasta el final
del tratamiento (14 dias) y no se registraron cambios significativos en el peso
de los 6rganos asi como en la apariencia general de los mismos

La furosemida un diurético de asa de alta eficacia natriurética es amplia-
mente utilizado como farmaco patrén en modelos bioldgicos para la deter-
minacion de la actividad diurética de extractos vegetales medicinales, motivo
por el cual se utilizé en este estudio como control positivo, (Camargo y col.,
2004; Maghrani y col., 2005)

El efecto diurético producido por el EHA-Lp a dosis de 100 y 1000 mg/kg
tanto en ratones hembras y machos asi como ratas hembras es similar al efec-
to producido por la furosemida a dosis de 20 mg/kg, lo cual demuestra su ac-
tividad diurética. Estos resultados se correlacionan con el aumento significa-
tivo del porcentaje de carga salina excretada y accion diurética tanto para el
farmaco patron furosemida (p < 0.01) y el EHA-Lp con dosis de 500 y 1000
mg/kg (p < 0.05; p < 0.01 respectivamente) en comparacién al grupo control
(solucion fisiologica).

Al parecer el inicio del efecto diurético de EHA-Lp es mas lento compara-
do con la furosemida, lo que puede atribuirse a factores farmacocinéticos o
farmacodinamicos de los principios activos de la planta (Hernan y col., 2006)

Probablemente el efecto diurético producido por el EHA-Lp podria atri-
buirse a la presencia de metabolitos secundarios como: aceites esenciales,
flavonoides, saponésidos y sales de potasio, (Arteche y col., 1998). Con re-
ferencia al probable mecanismo de accién, algunos aceites esenciales, sapo-
noésidos y flavonoides podrian actuar a nivel glomerular (mas que en el tdbu-
lo), provocando un aumento de la circulacion renal e incrementando asi la
tasa de filtracion glomerular y la formacién de orina primaria, (Arteche y col.,
1998; Canigueral y col., 1998).

En conclusion, el extracto hidroalcoholico de Lachemilla pinnata presen-

ta actividad diurética comparable a la furosemida, con un perfil toxicoldgi-
co favorable.
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