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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

TOXICIDAD AGUDA DE LAS HOJAS DE Xanthium spinosum
EN RATONES BALB/C

Arturo Silvero-Isidre'#, Sergio Morinigo-Guayuan'?, Aaron Meza-Ojeda’?, Marcelo Mongelés-Cardozo'?,
Aldo Gonzalez-Ayala?®, Susy Figueredo-Thiel®¢

RESUMEN

Las hojas de la planta Xanthium spinosum se utilizan culturalmente en Paraguay por sus propiedades medicinales. Se
evalu¢ la toxicidad aguda del extracto de hojas maduras; para el estudio se seleccionaron 35 ratones BALB/C machos
que fueron distribuidos en 7 grupos, 6 de ensayo y 1 de control. El extracto fue preparado en concentraciones de 6 y
9% (g/dL); se administrd la solucién 6% a tres grupos y la solucion 9% a los otros tres grupos, con dosis entre 200 y
1000 mg/kg. Al final de 14 dias de observacion, se extrajeron muestras de sangre para estudios laboratoriales de urea
y transaminasas, ademas de érganos para estudios anatomopatolégicos. Se determinaron aumentos en los niveles de
GOT y urea en comparacion al grupo control. Se concluye que el consumo del extracto de hojas maduras de Xanthium
spinosum puede causar dafio hepatico.

Palabras clave: Xanthium spinosum; Toxicidad aguda; Plantas medicinales (fuente: DeCS BIREME).

ACUTE TOXICITY OF Xanthium spinosum LEAVES IN BALB/C MICE

ABSTRACT

The leaves of the Xanthium spinosum plant have been used culturally in Paraguay for their medicinal properties. Acute
toxicity of mature leaf extract was evaluated. For the study, 35 Balb/c mice were selected and allocated into 7 groups, 6
test groups and 1 control group. The extract was prepared in concentrations of 6% and 9% (g/dL). The 6% concentration
was administrated to 3 test groups and 9% concentration to the remaining 3 groups, with doses between 200 and
1000 mg/kg per mouse. After 14 days of observation, blood samples were taken for laboratory studies of urea and
transaminases and organs were examined for pathological studies. There were increased levels of GOT and urea in the
test groups compared to the control group. In conclusion, the consumption of mature leaf extract of Xanthium spinosum

can cause hepatic damage.

Key words: Xanthium spinosum; Acute toxicity; Plants, medicinal (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Desde hace siglos, diversas culturas han utilizado
diferentes especies vegetales alegando propiedades
medicinales, una de estas, con gran influencia en América
fue la de los indigenas guaranies. El conocimiento que
tenian de las especies vegetales era tan extenso y
profundo, y su lengua es una de las que mas términos
ha aportado a la nomenclatura botanica, asi, en la
actualidad, en los diccionarios y vocabularios cientificos
paraguayos se registran mas de 700 géneros y mas de
cuarenta familias botanicas de origen guarani .

Xanthium spinosum var Spinosum de nombre popular
“cepacaballo” es una hierba que pertenece a la familia
Asteracea, originaria de las zonas calido-templadas de
Sudamérica. Se la utiliza por sus propiedades medicinales;

la parte aérea es conocida por sus propiedades diuréticas
y para combatir las infecciones; la raiz como depurativo,
febrifugo, diurético, para crear repugnancia al alcohol, y
en afecciones hepaticas y urinarias @

En cuanto a los efectos toxicos, la literatura registra algunos
estudios sobre la genotoxicidad de Xanthium spinosum ©,
sin embargo, se ha estudiado méas extensamente la especie
Xanthium strumariun, aunque cabe destacar que estas
especies vegetales tienen el mayor grado de parentesco
en la familia. En el caso de Xanthium strumariaun, se han
reportado efectos toxicos, desencadenando hipoglicemia,
dafio hepatico y convulsiones ©.

Los componentes tdxicos se encuentran concentrados en
las semillas y los brotes, aunque también se han constatado
efectos con el consumo de plantas maduras ©. Esta propiedad
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tiene relevancia en el momento de la utilizacion de los
extractos, pues supone inconvenientes en el desarrollo
de los protocolos, produciendo efectos téxicos antes de
la conclusion de la investigacion de sus propiedades ©.
La aplicacion de las plantas medicinales debe efectuarse
sobre una base cientifica que valide la efectividad
terapéutica y su relativa inocuidad .

Alrededor del 80% de la poblacion mundial recurre a la
medicina tradicional herbolaria para la atencién primaria
de la salud. Varias farmacias las procesan como jarabes,
pastillas y otros compuestos obtenidos en forma natural.
La demanda de estos productos se encuentra en
aumento tanto en el Paraguay como en los otros paises
de la region, que tienden hacia el consumo de medicinas
alternativas ®. Ante esta realidad, los estudios sobre las
diferentes especies vegetales cobran importancia, y
antes de conocer sus propiedades beneficiosas, seria
prioridad el control de sus propiedades toxicoldgicas
para evitar efectos adversos. El objetivo del estudio es
indagar sobre el posible efecto téxico del consumo de
hojas de plantas maduras de Xanthium spinosum en
ratones BALBJ/c.

MATERIALES Y METODOS
DISENO

Estudio de disefio experimental de ensayo de campo
con muestreo aleatorio, probabilistico realizado en
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Asuncion (FCM—-UNA) y en el Instituto
de Investigaciones en Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Asuncion (lICS-UNA), de
septiembre a octubre de 2012.

IDENTIFICACION Y RECOLECCION DE LA ESPECIE
VEGETAL

La especie vegetal fue adquirida en el Mercado Municipal
N.° 4 (Asuncion, Paraguay), de un puesto dedicado a la
comercializacion de plantas medicinales, recolectadas
en la ciudad de Acahay (25° 54' 56.16" latitud sur,
56° 50' 26.88" longitud oeste), distrito del departamento
de Paraguari, Paraguay. La identificacion botanica
correspondio al Departamento de Botanica de la
Facultad de Ciencias Quimicas, son referencia ejemplar
de herbario CC & GG 164, FM 1678.

ELABORACION DEL EXTRACTO DE HOJAS
Fueron separadas las raices y las hojas de la planta,
y secadas en una estufa con recirculacion de aire a

50 °C durante 7 dias en el Departamento de Botanica
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
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Nacional de Asuncion. Se realizé el extracto etandlico,
macerado en frio, de Xanthium spinosum L. var.
spinosum elaborado en el Departamento de Medicina
Tropical del Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud. Las muestras de ensayo se prepararon a partir
del concentrado obtenido de la destilacion con rotavapor.

DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES

Se utilizaron ratones BALB/c machos adultos jovenes
(7-8 semanas) con un peso promedio de 19,87 g,
procedentes del Instituto de Investigaciones de la
Universidad Nacional de Asuncion (IICS-UNA), los
animales tuvieron un tiempo de aclimatacion a las
condiciones del laboratorio de 3 dias. La temperatura
se mantuvo entre 28+3 °C, y los ciclos de luz-oscuridad
fueron de 12 h. La dieta proporcionada fue conforme a
la American Institute of Nutrition 1993 (AIN-93 G), junto
con agua ad libitum. Se cambiaron las virutas de madera
dos veces a la semana.

Se establecié un grupo control negativo con cinco
animales y dos grupos de ensayo de quince animales,
de acuerdo a la concentraciéon de extracto que les fue
administrado (grupos |, y II; concentraciones de extracto
6 y 9% (g/mL) respectivamente). Cada uno de estos
grupos, a su vez, fue dividido en tres subgrupos (A, B, C),
de acuerdo con la dosis que se suministra a cada animal
(200, 500 y 1000 mg/kg de peso respectivamente). La
distribucion de los animales se realizo al azar. Para mejorar
la disolucién, el extracto fue diluido en solucién acuosa
con tween 80° al 1%, el grupo control consumié solucién
acuosa con tween 80° al 1%. La dosis fue administrada por
via oral, por medio de una canula intragastrica.

EVALUACION DIARIA

Se realizd una observacion diaria en el horario
comprendido entre las 11.00-12.30 h durante los 14
dias posteriores a la administracion. Durante cada
observacion se tuvo en cuenta el estado clinico general
del animal de acuerdo con los siguientes parametros:
piloereccion, presencia de temblores, alteracion de
mucosa ocular, falta de movilidad, caida del pelo,
lesiones o muerte.

EXTRACCION DE ORGANOS Y SANGRE

Al momento del sacrificio en camara de CO,, se realizo
la puncion cardiaca para la recoleccion de sangre y la
extraccion de higado, rifiones, bazo y corazén a cada
raton, por medio de la utilizacion de kit de diseccion. Se
procedié al analisis laboratorial de GOT (transaminasa
glutamico-oxalacética) y GPT (transaminasa glutamico-
pirivica) por métodos cinéticos y la urea por métodos
enzimaticos.
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EVALUACION ANATOMOPATOLOGICA

Se evalud el aspecto macroscoépico (peso y color) de
los 6rganos que luego fueron conservados en formol
al 10%. Los cortes representativos de los diversos
organos se incluyeron en parafina y se seccionaron con
micrétomo a un grosor de 4 a 5 um. Se utilizé la técnica
de coloracion de hematoxilina-eosina que se realizd
en el Departamento de Patologia del IICS-UNA. Los
indicadores de toxicidad fueron edema, acumulaciones

intracelulares, congestion vascular, necrosis, y
hemorragias.
EXTRAPOLACION DE DATOS

En la extrapolacion de la dosis se consideroé la superficie
corporal total, segun la FDA Draft Guidelines ©.

CONSIDERACIONES ETICAS

Una vez comprobada la escasa cantidad de estudios
precedentes y la ausencia de modelos de simulacion, el
empleo de animales fue indispensable para llevar a cabo
este ensayo. Se cumplieron con las recomendaciones
del Consejo Canadiense de Proteccion de Animales en
los aspectos de suministro de alimentos y limpieza de
cajas (9. El proyecto del estudio conté con la aprobacion
del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad Nacional de Asuncion.

ANALISIS DE DATOS

Ademas de los datos descriptivos de las variables, se
utilizé MANOVA con post hoc Duncan y correlaciéon de

rangos de Pearson, el analisis se realizé con el software
SSPS en su versidon 15.0. También se afiaden calculos
para extrapolar los datos de dosis a la especie humana.

RESULTADOS

Durante la realizacion del trabajo no se identificaron
diferencias significativas en los parametros relacionados
a la observacién diaria. Los resultados de las pruebas
laboratoriales mostraron  diferencias  significativas
(p=0,01) entre los niveles de GOT vy las dosis
administradas del extracto de la planta (Figura 1). Todas
las dosis administradas tuvieron valores significativamente
mayores al control; entre las dosis administradas, existio
diferencia entre 200 mg y 100 mg; 500 mg y 100 mg.
Ademas, se constatd correlacion entre la GOT y la dosis
de 74%; GOT y concentracion de 66%.

En cuanto a urea en sangre, existieron diferencias
significativas (p=0,03) entre el grupo control y las
concentraciones administradas (Figura 2); sin embargo, no
existié diferencia entre las concentraciones de 6 y 9% del
extracto. También se constato correlacion del 66% entre el
nivel de urea y dosis; urea y concentracion de 79%.

EVALUACION ANATOMOPATOLOGICA

Enlaevaluacién macroscopica no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05). A partir de la dosis de 200 mg/kg se
determinaron modificaciones estructurales en los cordones
sinusoidales, tincién granular de los hepatocitos, edema,
congestion vascular y esteatosis (Tabla 1). El estudio
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anatomopatoldgico de los 6rganos pudo constatar mayor
esteatosis en el higado de los ratones que consumieron el
extracto de Xanthium spinosum, ademas de la presencia
de edema vy tincién granular. No se pudieron corroborar
dafios en los demas 6rganos por medio de la técnica de
observacion utilizada.

EXTRAPOLACION DE DATOS

Paraextrapolarlos datos se tiene en cuentalamenordosis
a la cual se encontraron alteraciones (200 mg/kg). Para
estimar la cantidad de hojas que deberia de consumirse
para reproducir las modificaciones se realizaron los
siguientes calculos: se utilizé6 aproximadamente 150 g
de hojas secas para la produccién de 6 g de extracto,
por lo tanto, el ratdon consume 5 g/kg de hojas secas
en una dosis de 200 mg/kg; al considerar que se pierde
aproximadamente el 80% del peso de las hojas hidratas

cuando se secan, el ratdbn consume 25 g de hojas
hidratadas estimativamente. Extrapolando a un adulto
de 60 kg, una dosis de 200 mg/kg en raton equivaldria
a una dosis de 16,21 mg/kg en un adulto, por ende,
deberia consumir 972,6 mg de extracto, equivalente a
24,3 g de hojas secas o 121,5 g de hojas hidratadas.
Sin embargo, extrapolando a un nifio de 10 kg, una
dosis de 200 mg/kg en ratdn equivaldria a una dosis de
24 mg/kg en un nifio, por ende, deberia consumir 240
mg de extracto, equivalente a 6 g de hojas secas 0 30 g
de hojas hidratadas (Figura 3).

DISCUSION

Los resultados indican una posible lesion hepatica, pues
se determinaron diferencias significativas en los niveles
de GOT de los grupos que consumieron el extracto en
comparacion al grupo control (p<0,01), ademas de una

Tabla 1. Evaluacion microscopica de higado segun dosis y concentracién de Xanthium spinosum

Concentracion 6%

Concentracion 9%

Marcador Dosis Dosis Control
200 mg 500 mg 1000 mg 200 mg 500 mg 1000 mg
Esteatosis*® 25% 20% 20% 10% 15% 25% 5%
Edema + + + + + -
Tincién granular + + + + + -
Congestion vascular + + + + + +

(+) presente; (-) ausente *promedio de cinco campos (40X) donde se observo la lesion
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Dosis toxica en
adulto de 60 kg

24,3g de hojas secas o 121,5g
de hojas hidratadas

—> 972,6 mg

-

Ratén
200 mg/kg
Dosis toxica .
e 944///7\0
Y/
Q ,{.9

Dosis toxica en

nifio de 10 kg - 240

6g de hojas secas o 30g de
hojas hidratadas

Figura 3. Extrapolacién de dosis toxica del extracto de
Xanthium spinosum

correlacion positiva entre nivel de GOT y dosis (0,74);
GOT vy concentracion (0,66). En cuanto al examen
histolégico, el higado de los grupos que consumieron
Xanthium spinosum, presentaron ligero aumento en
el porcentaje de esteatosis, ademas de presencia de
edema y tincion granular, que podrian indicar toxicidad.

Estas alteraciones son producidas por los agentes
téxicos de la planta, entre los que se encuentran los
glucdsidos diterpénicos, como el atractildsido (ATR) y
el carboxiatractilésido (CATR), estos son inhibidores
especificos del transportador ATP/ADP, presente en
la membrana de las mitocondrias. El trasportador ATP/
ADP es fundamental para la fosforilacién oxidativa y en
consecuencia para mantener los niveles energéticos de
la célula, estos inhibidores pueden causar alteraciones
celulares principalmente en las células con mayor
necesidad energética, como las renales y hepaticas (. El
CATR posee un grupo carboxilato extra, el cual le confiere
una afinidad diez veces mayor que la del ATR, y podria
presentar mayor toxicidad en comparacion al ATR (12,

Trabajos con otras plantas de la familia Xanthium sp.
han demostrado patrones de toxicidad similares,
aumento de enzimas hepaticas, estrés oxidativo,
cambios histologicos, ademas de alteraciones en el
metabolismo de acidos grasos, aminoacidos e incluso
de carbohidratos (".1314),

En cuanto a la funcion renal, los niveles de urea
plasmatica en los grupos experimento, se encontraron
aumentados significativamente segun la concentracion
de Xanthium spinosum administrada (p<0,01), ademas

de una correlacion positiva entre nivel de urea plasmatica
y dosis (0,66), también entre urea y concentracion (0,79).
Sin embargo, no se pudo constatar lesiones histologicas
en los cortes renales.

El ATR también puede provocar alteraciones
mitocondriales en las células renales, con un perfil
téxico similar al de la célula hepatica, presentando
pérdida progresiva de la energia celular y alteraciones
metabdlicas, en consecuencia, la regién renal mas
afectada suele ser el tubulo proximal (', estas alteraciones
se acompafan de modificaciones en la vasorreactividad
de las células musculares de las arteriolas debido a la
disminucion del ATP (8 y acumulacion de acidos grasos
libres en las mitocondrias durante el proceso de hipoxia-
reoxigenacion, lo que podria agravar la toxicidad del
compuesto (",

En el caso de Xanthium strumarium, que posee una
proporcion similar de glucésidos diterpénicos, algunos
articulos proponen que el agente téxico esta presente
solamente en las semillas y brotes durante el estadio
de cotiledones, y su ausencia en las plantas con cuatro
0 mas hojas ("®. Sin embargo, otros estudios aseguran
que el extracto de la planta madura también posee
una toxicidad importante, produciendo las mismas
alteraciones observadas en la toxicidad por ATR y
CATR (9, Estos Ultimos coinciden con los resultados
obtenidos con el extracto de hojas de la planta madura
de Xanthium spinosum.

Terapias herbales han ganado mucha popularidad entre el
publico en general, pero en comparaciéon con las terapias
aprobadas por las autoridades oficiales, los estudios
toxicoldgicos no se encuentran disponibles. Segun los
resultados, es necesario 24,3 g de hojas secas o 121,3 g
de hojas hidratadas para reproducir el patréon toxico
en adultos. Se estima que una persona adulta, que
consume una planta medicinal de manera tradicional
en decoccion o infusidon, lo hace aproximadamente
en una dosis equivalente a 8 g de material vegetal
seco/24 h, de esa manera un adulto de 70 kg de peso
consume aproximadamente una dosis de 0,11 g de
material vegetal seco/kg/dia, por tal motivo, el riesgo de
intoxicacion en adultos es improbable.

Sin embargo, aproximadamente el consumo de 30 g de
hojas hidratas o 6 g de hojas secas de la planta madura
de Xanthium spinosum podria causar el mismo patrén
de toxicidad en un nifio de 10 kg, en consecuencia, los
nifios e infantes son la poblaciéon mas susceptible a efectos
adversos y toxicidad, por las diferencias fisioldgicas,
sistema metabdlico inmaduro y mayor biodisponibilidad a la
misma dosis 9. Esto concuerda con lo citado por Alonso J,
quien menciona la prohibicién de su uso en embarazadas
y lactantes, considerando lactantes a nifios de hasta dos
afos o mayores de 10 kg @". La importancia de estos
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datos también se reflejan en estudios epidemioldgicos
sobre intoxicacion aguda por Xanthium strumarium, en los
que se registra que el 84% de las muertes se produjo en
menores de 15 afios ('),

La toxicidad de los ATR en hierbas medicinales puede
ser reducida por el tratamiento hidrotérmico, por lo
tanto, existe la posibilidad de que las moléculas de
ATR hayan disminuido por descomposicion, hidrdlisis y
saponificacion después de calentar con agua (rotavapor)
durante un largo periodo 2. Sin embargo, la forma de
consumo, infusion en frio, en Paraguay no disminuye
la toxicidad, por lo que se sugiere mas estudios que
puedan simular la forma de consumo cultural, ademas
de métodos mas sensibles y especificos para detectar
alteraciones en otros 6rganos.

En conclusién, no se percibieron modificaciones fisicas,
ni de comportamiento. Los marcadores GOT y urea
presentaron variaciones, y en cuanto a la histopatologia
se observaron discretas lesiones que podrian indicar
dario tisular en el higado. Se puede inferir la posibilidad de
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CIENCIAS BASICAS Y $U CONTRIBUCION A LA SALUD

El procesc de aplicacion de ios halazgos en ciencias bisicas en las imervenciones
clinicds, cada vez esth sindo mis Cfundido per lBs msttutiones ocacémicos e
institubes nacionales de mvestigacin debido al impacto que tendrdn en ¢l cesarmold de
I3 medicing personpizods. Los chencias baskas constiuyen i base fundamental de
s procesos de cesancly cientifico ¥, tecnolégico, sin los cunles s impensable la
insercidn de nuestro pais en las cindmicas ghobales de innovacidn en sokid. La
produccitn o métodcs de disgnéstico de muy aha tecnclogis, e desarclo de
Biomars pocres de SeguimiEnty en enfermedades irasmisdies y no rasmisiies cebetria
ser elegida y evah:ata ddecusdamEnts PAra CPIST POT MUEVES inlerventiones y guias
de tratamiento médico. Por consiguiente, ks ensenanza y actuskzocidn en ciencias
Basitas porn &l personal de Sakud debe conSIrarse pAdAND, puesto qué b din derica
de contepciin en o irataminto médico estd cambiando deste la mecting curativa
{diagnostico y tratomiento), meic ing preventiva (intervenciin para evitar o retrasar a
aparcién de la enfermedad) a la medicina predictiva (identific acidn del perfl gendtizo
para un iratamiento personakado).

El desarrolio g nuevad dreas df investigacidn de s sitemas bickgicos ha side
agrupadas en las “dmicas”. Soko cllaremos cualro dreds (gendmica, protedmica,
transcriptimica y metabokimiza), las cuaks, diimamente, estan siendo
#n astudios de ips "caso y control

La gendmica estucia a ks genomas ce los incivicduos, el inchuye b secuenciacion y
andisis del ADM, para idertificar nueves genes y variacionss dentro de los mismos
{polmOrfismas) y 5u COMPAraciin con secuEncios gandmic as dé ciras poblationes. La
profedmica estudia y compara cual- ¥ cuantEaivamente ol perfi de proteinas
(proleoma) presentes ¢n un Conjunto o cEENS O WREI0S ¢n I presencia o ausenil g
wna enfermedad
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