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RESUMEN

El presente trabajo, tiene como objetivo realizar estudios preliminares
para la valoracion Hepatotoxica y Nefrotoxica de extractos vegetales; en
este trabajo se toma al extracto acuoso de la semilla de Persea americana
(palta), debido a que esta semilla es utilizada como medicina natural por su
efecto.

No obstante, son evidentes los peligros que entrafian la simple confianza
en los remedios a base de plantas, debido a la presencia en ciertas plantas
de sustancias con efectos téxicos como: alcaloides, triterpenos,
sesquiterpénicas, saponinas, etcétera (13).

El estudio preliminar se realiz6 empleando las pruebas bioquimicas
enzimaticos para aspartato aminotransferasa (ASAT), alanin
aminotransferasa (ALAT), la medicion de urea y andlisis histopatoldgicos
de higado y rifidn; para tal fin se utilizo modelos biolégicos “in vivo”
(ratones) el extracto acuoso fue administrado por V.O. las dosis
equivalentes a 0.25 g/Kg de peso, 0.5 g/Kg de peso, 1 g/Kg de peso.

Segun los resultados hallados del estudio preliminar, se puede decir que el
extracto acuoso de la semilla de Persea americana, en las diferentes dosis
ensayadas en este trabajo. Se tiene que a la dosis mayor del extracto
acuoso administrado en los animales presenta un incremento Yy
disminucién en los valores obtenidos de las enzimas ASAT, ALAT
respectivamente y UREA disminuida. Este incremento y disminucion de las
enzimas, nos podria indicar un dafio hepatico leve debido a la lesion
hepatocelular; producida por algunos de los compuestos quimicos como
taninos y saponinas, que contiene la semilla de la Persea americana. Sin
embargo dicho cambio en los valores se demostré que no es significativo
respecto a los valores de referencia.

El andlisis macroscopico de los 6rganos estudiados no reportd ningun dato
de interés, siendo su aspecto normal para todos en los animales tratados
(con extracto acuoso de la semilla de Persea americana) y grupo control
negativo.

Histologicamente, se centro en higado y rifién, donde los hallazgos
histologicos permiten afirmar relativamente que los dafios
observados no son significativos respecto a los controles, solo
algunos cambios de los mismos. Es asi que en el caso del
higado se describe la presencia de las zonas de esteatosis
microvacuolar aumentada; irregularidades nucleares en los
hepatocitos y acumulo de linfocitos, neutrofilos en espacio porta
del grupo de animales que reciben la dosis mas alta. En el caso
del rifidn, solo se aprecia congestion vascular aumentada y
congestion glomerular; infiltrado linfocitario en pelvis renal;
linfocitos en parénquima renal en la dosis mas alta.
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De modo que segun estos resultados preliminares obtenidos no
se puede decir con certeza que el producto estudiado no sea
Hepatotoxica o Nefrotdxica; debido a que la experiencia se
realizd en una cantidad no representativa de animales. Pero
servira para dar pauta a estudios posteriores y asi confirmar
dichos resultados.
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1. INTRODUCCION.

En los Ultimos afios ha tomado gran importancia el estudio de las plantas
medicinales en muchos paises del mundo, debido a que estos productos
constituyen una alternativa a las distintas necesidades terapéuticas que el
hombre requiere.

El alto costo y efectos adversos de los farmacos de sintesis ha obligado al
hombre a hacer uso de los vegetales para aliviar los males que de contindo le
acosan, aunque en algunas circunstancias con resultados negativos como
consecuencia, entonces acude al médico y éste, que muchas veces
desconoce los “principios activos” que posee la planta usada por el enfermo
se ve en un gran apuro cuando éste llega con trastornos a veces fatales,
gueda obligado a iniciar a tientas el tratamiento hasta que el paciente, poco a
poco, vaya reaccionando, unas veces hacia la mejoria y otras hacia la
gravedad. ElI medico conociera el grado de toxicidad de las plantas que

causaron los problemas, el cuadro desde su principio seria prometedor (3).

En la medicina tradicional, las especies vegetales con fines medicinales o con
accion y efecto farmacologico para un determinado propdsito, siempre han
sido una fuente de recursos para la solucién de muchos problemas de salud.

Sin embargo, pese a que el uso de estos recursos les da una validez practica,
esta en gran parte de los casos carece del respaldo cientifico que asegure la

confiabilidad de dichos recursos en el tratamiento de una determinada

10
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enfermedad u otro propdésito. Debido a que existe la necesidad, cada vez
mayor, de elaborar modelos bioldgicos in Vitro o in vivo que respalden o
valoren los usos atribuidos a la medicina herbolaria tradicional y, sobre todo,
tener muy en cuenta los efectos indeseables de toxicidad que podrian
producir al sujeto a nivel de 6rganos de vital importancia , como higado y rifién
. Este hecho, ha llevado a considerar la importancia de realizar este estudio
para demostrar que los productos naturales, no son necesariamente inocuos
por el simple hecho de que sean naturales, sino que pueden tener ciertos
metabolitos téxicos que actien a un determinado nivel del organismo,

produciendo dafio, lo cual debe necesariamente ser explorado.

En este trabajo se realiza el estudio preliminar para la valoracién hepatotoxica
y nefrotoxica de extractos vegetales en ratones; en este caso se utilizd el
extracto de la Persea americana, sobre la base de que esta planta en

estudios anteriores, mostré un efecto farmacoldgico anticonceptivo (1).

Para explorar un probable efecto toxico experimentalmente, se estandarizé un
modelo biol6gico que relativamente permitio evaluar la hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad que pueda presentar las diferentes dosis del extracto. En este
caso se trabajo con el extracto acuoso de la semilla de Persea americana
(palta); se analizaron tres dosis, para lo que se realizé esta experiencia en un

modelo biolégico en ratones.

11
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Segun los resultados hallados en el estudio preliminar se puede evaluar, que
el extracto acuoso de la semilla de Persea americana (palta), en las diferentes
dosis ensayadas con el extracto, a la dosis maxima 1 g/Kg de peso, no
produce nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad relativamente. Pero este resultado
debe ser confirmado en lo posterior utilizando un mayor nimero de animales

(ratones) y empleando método de analisis estadistico.

12
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2. JUSTIFICACION.

El hombre, desde su existencia, ha hecho uso de las plantas para
proporcionar alivio a los malestares que le acosa; ese uso ha llegado hasta
nuestros dias. En las regiones céalidas de La Paz existe un elevado niamero de

plantas que tienen un efecto o accién medicinal.

En la antigiiedad y actualmente existe personajes (médicos naturistas o
callahuayas) que se dedican a la aplicacién de la accién medicinal que
cumplen ciertas plantas o las semillas de estas. En algunos casos sin tener
un conocimiento acerca de la toxicidad que podria 0 no presentar ciertas
plantas medicinales con relacion a una dosis determinada, y sobre los

efectos adversos que podrian producir a lo largo de los afios.

De acuerdo con lo anterior, corresponde conocer. Si los extractos vegetales

puedan producir algin dafio a nivel de un érgano determinado.

Por tanto, el estudio preliminar de la estandarizaciébn para la valoracion
hepatotdxica y Nefrotoxica de extractos vegetales servira para conocer a que

dosis debe utilizarse el extracto, sin producir dafo.

Fuentes bibliograficas reportan, que la semilla de esta fruta cortada en
pedacitos y estos tostados y pulverizados, sirve para las disenterias (2). Una
accion adversa que puede producir tanto las hojas, semilla de la Persea

americana, esta relacionada con un efecto abortivo y esterilizante (3).

13
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En el caso de la semilla de la Persea americana (palta), se tienen datos
experimentales que indican, que presenta un efecto anticonceptivo, ya que
inhibe las implantaciones embrionarias en un mayor porcentaje a una dosis de
1g/Kg de peso, dosis que resultd en un presumible efecto teratogeno para los
embriones de las ratas en experiencia (1).

Sin embargo a pesar de haber encontrado algun grado de toxicidad, no se
sabe a que dosis comienza el efecto toxico si afecta a otros 6rganos. Este
trabajo permitird obtener la estandarizaciébn para valorar y evaluar el dafio
producido en 6rganos especificos como higado y riidn. Este trabajo también
sentara las bases para continuar con los modelos preclinicos.

Asimismo, conociendo el dafio producido o no del extracto vegetal se podran

evaluar otros modelos preclinicos para su valoracién correspondiente.

14
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3. OBJETIVOS.

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Contribuir experimentalmente a la estandarizacién para la valoracion
Hepatotdxica y Nefrotoxica de extractos vegetales (Semilla de Persea
americana) en ratones con base en indicadores Bioquimicos e

Histopatoldgicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la hepatotoxicidad y  nefrotoxicidad reflejada
mediante los indicadores bioquimicos especificos:

» Transaminasas: Aspartato aminotransferasa (ASAT/
TGO), Alanin aminotransferasa (ALAT / TGP).

» Urea.

2. Evaluar histologicamente el dafio producido o no en rifibn e

higado.

3. Establecer el dafio que pueda producir 0 no el extracto vegetal.

(semilla de la Persea americana )

15
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4. DISENO TEORICO

41 MARCO REFERENCIAL

4.1.1 HEPATOPATIAS INDUCIDA POR TOXINAS Y FARMACOS

Un gran nimero de agentes quimicos y biolégicos pueden inducir hepatopatia.
Algunas hepatotoxinas son productos de plantas, algunas son minerales, y
muchas son productos, derivados o desperdicios de las industrias quimica y
farmacéutica. Algunas toxinas naturales, tales como los péptidos de la
Amanita phalloides y hongos venenos relacionados, los alcaloides de la
pirrolicidina y la toxina del fruto de las cicadeas, son utilizados como alimentos

o0 medicinas populares, ignorandose su toxicidad (6).

Muchas medicaciones pueden producir anormalidades bioquimicas en la
sangre los cuales estan relacionadas con el higado. Farmacos
corrientemente utilizados, como aspirina, furosemida, anticonvulsivantes,
antianémicos y psicoterapicos, elevan frecuentemente la ASAT durante la
primera o segunda semana de administracion. Los efectos adversos varian
desde alteraciones moderadas de ASAT o ALAT a hepatitis crénica y cirrosis.
Los efectos medicamentosos adversos sobre el higado pueden aparecer

como reacciones previsibles o no previsibles (5).

La importancia de la hepatopatia inducida por farmacos se basa en su
frecuencia y su caracter. Aunque las reacciones a los farmacos son
responsables de menos de 10% de todos los casos de hepatitis manifiesta,
adquieren mayor importancia con la edad avanzada, alcanzando hasta 50%
de los casos de hepatitis manifiesta en los pacientes mayores de 50 afos.
Asimismo debe destacarse El riesgo que existe de contraer una hepatopatia
cronica, particularmente neoplasica, por la exposicién laboral prolongada a
guimicos toxicos o por la ingestion de mico toxinas y otras hepatotoxinas

naturales. Los farmacos también pueden llevar a hepatopatia crénica (6).

16
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La literatura nos muestra los dafios producidos en Higado y Rifidn
independientemente cual fuera el agente causal. Mediante la medicion y
analisis de los paradmetros que reflejen tal lesion. Con relacién al higado,
muestra la medicion de enzimas y andlisis histologico. Referente al Rifion
reportan como uno de los parametros medicion de UREA (NUS) y andlisis
histoldgico.

Las actividades aspartato aminotransferasa (ASAT/GOT) vy alanin
aminotransferasa (ALAT/GPT) han sido utilizados como indicadores de lesion
hepatocelular desde 1955. La ASAT esta presente en muchos 6érganos, aparte
el higado, incluyendo el corazén y el musculo, mientras que la ALAT se

encuentra principalmente en el higado (5).

Los resultados de las mediciones o examenes son utilizados para valorar el
estado del higado. Tomando en cuenta la valoracion de la lesion
hepatocelular: Elevaciones subitas y drasticas de la ASAT pueden ser
consecutivas a la exposicion a toéxicos. Respecto a la enzima ALAT en
enfermedades hepatocelulares distintas de la hepatitis virica la elevacion de

las transaminasas es tal que la proporcion de ALAT a ASAT es menor de 1

(5).

La enzima ASAT se utliza para vigilar la terapéutica con farmacos
potencialmente hepatotdxicos, un resultado de mas de 3 veces el limite
superior de la normalidad debe sefialar la detencion de la terapéutica (6,10).

Trabajos experimentales con animales hacen suponer que el grado de
elevacion de la ASAT sérica esta en relacion con la extension de la necrosis
miocardica (5).

4.1.1.2 CLASIFICACION DE LOS AGENTES
HEPATOTOXICOS.

17
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Los agentes responsables de producir hepatopatias, estan divididas en dos
categorias: Hepatotoxinas previsibles (intrinsecas) y hepatotoxinas no

previsibles (idiosincrasicas) (6).
Hepatotoxinas previsibles (intrinsecas).

Existen dos tipos principales de hepatotoxinas intrinsecas, directas e
indirectas. Las hepatotoxinas directas destruyen los hepatocitos por un ataque
quimico directo por ejemplo, peroxidacién de liquidos y desnaturalizaciéon de
las proteinas; otros agentes quimicos provocan alteracion destructiva de las
membranas celulares. Las hepatotoxinas indirectas separan o inhiben
competitivamente los metabolitos esenciales, reaccionan selectivamente con
las moléculas que son esenciales para la integridad celular y distorsionan o
interfieren de diversas maneras en las funciones secretoras 0 metabolicas

especificas del hepatocito (6).
Las hepatotoxinas intrinsecas son:

* Hepatotoxinas citotoxicas; producen esteatosis necrosis o0 ambas. La
esteatosis es el resultado de la interferencia en la sintesis de apoproteina, con
trastornos en el montaje del complejo requerido de lipoproteinas para el
transporte de lipidos a partir del higado, y de otros defectos en el metabolismo
lipidico.

* Hepatotoxinas colestéasicas; producen ictericia o disfuncion hepética por la
interferencia selectiva con los mecanismos o estructuras comprometidos en la

excrecion de bilis o la captacién de sus constituyentes desde la sangre.

Generalmente las hepatotoxinas son indirectas porque son antimetabolitos o
actian en otros procesos de manera selectivas. Algunas, como el
acetaminofén, usualmente son hepatotoxicas so6lo en grandes sobredosis o0 en
pacientes cuya susceptibilidad esta incrementada por otros factores (por
ejemplo: alcohol). Otras llevan a lesion citotoxica (por ejemplo: tetraciclinas o

agentes oncoterapéuticos) o lesion colestasica (esteroides anabolizantes y

18
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anticonceptivos), aun con dosis que estan dentro de los limites terapéuticos
(6).

Hepatopatia por idiosincrasia

La hepatopatia idiosincrasica parece ser una manifestacion de
hipersensibilidad. La hepatopatia se puede atribuir a hipersensibilidad si va
acompafiada de signos clinicos (fiebre, erupcion, eosinofilia) y hallazgos
histolégicos de hipersensibilidad (inflamacién eosinofilica o granulomatosa en
el higado). Estas caracteristicas muestran comprobar su naturaleza si se
observa una rapida recurrencia del sindrome tras una dosis de provocacion.
Esto permiten deducir de que la hepatopatia es debida a una alergia al
farmaco y que el farmaco o uno de sus metabolito ha actuado como un

hapteno (6).

4.1.1.3 Hepatotoxinas Naturales.

Se sabe que las plantas que se encuentran en la naturaleza tienden a
sintetizar productos quimicos toxicos de forma natural como una simple
defensa contra las diferentes agresiones que estas puedan llegar a sufrir ya
sea provenientes de insectos, animales y otros agentes bidticos del medio
ambiente (7).

Es conveniente recordar que lo que llamamos “principios activos” de una
planta son, casi siempre, venenosos cuando se usan en dosis elevada y solo
el médico es capaz de autorizar su uso.

Es bueno recordar que de las plantas se obtienen gran parte de nuestros
medicamentos, pero los mismos han sido elaborados siguiendo una correcta
dosificacion de sus principios activos, basados en estudios previos (8).

Por otra parte no debe perderse de vista que en una planta pueda existir
muchas propiedades activas alguno de los cuales pueden tener efectos
farmacologicos a una dosis de la planta usada, pero en la misma otra

propiedad activa puede estar en dosis toxicas.

19
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Por todo esto es estrictamente necesario conocer la toxicidad de los extractos
y la dosis a las que tienen efectos medicinales y es inocuo y la dosis en la que

tiene efectos deletéreos.
4.1.1.4 PATRONES MORFOLOGICOS DE LESION HEPATICA

El Higado es un 6rgano intrinsecamente Unico, con un limitado repertorio de
respuestas a acontecimientos lesivos, independientemente de su etiologia o
agente causal. Histolégicamente pueden presentarse las siguientes
reacciones 0 patrones morfolégicos de lesion hepatica: 1) Necrosis de células
hepaticas aisladas al azar, o de pequefios grupos celulares. La necrosis
centrolobulillar es caracteristica de la lesién isquemica y de muchas
reacciones a farmacos y sustancias quimicas toxicas, 2) lesiéon difusa de
células hepaticas , 3) cambios reactivos en las células de Kupffer y en las
células de revestimiento sinusoidales, y un infiltrado inflamatorio en las vias

portales y 4) signos de regeneracion de los hepatocitos ( 6,21,22,23).

4.1.2 NEFROPATIA INDUCIDA POR TOXINAS Y FARMACOS.

El riidn es altamente susceptible a la lesién toxica por una variedad de
farmacos y quimicos. Varios factores potenciales pueden predisponer al rifion
a lesiones nefrotdoxicas incluyendo: 1) alta exposicion a toxinas como
consecuencia de un flujo sanguineo elevado (20 al 25 % del gasto cardiaco);
2) enorme area de superficie tubular epitelial disponible para la interacciéon
directa membrana toxina y/o captacion celular especifica; 3) mecanismos de
concentracion urinario que puede aumentar efectivamente la concentracion de
toxinas no reabsorbidas; 4) enzimas renales capaces de transformar varios
agentes a componentes altamente reactivos; y 5) elevadas tasas metabdlicas
de la célula epitelial tubular que pueden incrementar la susceptibilidad del
riion a ciertos compuestos. La importancia relativa de la lesion nefrotdxica no
puede olvidarse porque representa una de las causas mas frecuentes de

insuficiencia renal (6).

20



U.M.S.A/F.C.F.B./ SELADIS Estudios preliminares para la Valoracién Hepato/Nefro
toxicidad de la Persea americana en Ratones.

Asi por ejemplo, la ciclosporina que es un polipéptido ciclico hidrofobico
neutro producto del metabolismo fungico, que se usa con frecuencia como el
principal inmunosupresor para prevenir el rechazo al transplante de érganos
solidos. Su hidrofobicidad lo hace virtualmente insoluble al agua; por lo tanto
debe ser disuelto en disolventes organicos tales como el etanol y aceite de
oliva. Puede ocurrir la nefrotoxicidad en tres periodos de tiempos distintos
durante la administracion: 1) aguda de horas a dias; 2) subaguda, en
semanas y 3) cronica, de meses a afios. Los periodos agudos y subagudos se
caracterizan por la disminucién de la tasa de filtracién glomerular dependiente
de la dosis con niveles de creatinina sérica y nitrégeno ureico sanguineo

elevados (6 ,9).

La forma cronica de nefrotoxicidad se caracteriza normalmente por el aumento
lentamente progresivo de la creatinina sérica. El examen histopatoldgico

revela fibrosis intersticial difusa y glomeruloesclerosis focal (9).

4.1.2.1 CLASIFICACION DE LOS AGENTES NEFROTOXICOS.
Las sustancias nefrotdxicas que producen, Necrosis tubular aguda son los
siguientes:

1. Antimicrobianos (amino glucésidos, tetraciclinas, anfoterecina polimexina,

cefalosporinas).
2. Metales pesados (mercurio, plomo, arsénico, sales de oro, bario).

3. Compuestos diversos (cisplatino, doxorrubicina, estreptozocina,
metoxiflurano, halotano, etilenglicol, tetracloruro de carbono, disolventes
organicos) (9).

El antibidtico Bacitracina, es un antimicrobiano que ataca a las bacterias gram
positivas, pero tiene un efecto adverso por su poder nefrotéxico, por lo que
generalmente no se la usa por via parenteral (10).

4.1.2.2 EVALUACION DEL RENDIMIENTO RENAL.
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Segun la literatura indican que los niveles circulantes de urea y creatinina
se utilizan a menudo para evaluar el rendimiento renal: Como la medicién
de niveles de nitrégeno ureico en sangre (NUS) que es la cantidad de
sustancias nitrogenadas presentes en la sangre en forma de urea llegando
a una azoemia. Este estado téxico esta provocado por el fracaso renal que
impide la extraccion de urea de la sangre y los niveles de NUS disminuyen
en las hepatopatias (25). La patogénesis de la azoemia renal consiste
principalmente en una disminuciéon del filtrado glomerular, una de las
disfunciones principales se tiene que ciertos desechos corporales
removidos normalmente por el rifion ( urea, &cido Urico, creatinina ) no
filtran totalmente y, por tanto, retencién 6 acumulacion de estas sustancias
en el plasma como consecuencia de una enfermedad renal crénica 6
aguda (23).

La disminucion significativa del NUS solo se observa en algunas
alteraciones. Ademas de una mala nutricion, la ingesta alta de liquidos o la
administracion excesiva de liquido por via intravenosa en presencia de
funcion renal normal desembocaran en una disminucion del NUS, puesto
gue se reabsorberd en los tubos renales una cantidad relativamente
pequefia de urea. Por otra parte la enfermedad hepatica grave puede
provocar reduccién de la sintesis de la urea debido a la menor actividad

de su ciclo ornitina —arginina-urea (23, 26).

4.1.2.3 PATRONES MORFOLOGICOS DE LESION DEL RINON.

El conocer detalladamente la estructura histologica del rifidbn nos ayuda a
comprender las diferentes alteraciones que pueden ocurrir en él, ya que
tienen importantes repercusiones en el organismo y basicamente pueden
afectar a sus cuatro componentes: los vasos sanguineos, glomeérulos,

tubulos y el intersticio (21,22). Las alteraciones de los vasos sanguineos,
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principalmente de tipo obstructivo, provocan infartos de la zona afectada
tanto en la corteza como en la médula. Las afecciones del glomérulo renal,
principalmente de caracter inmunitario, afectaran segun el tipo de lesién
especifica como las diferentes formas de glomérulonefritis, sindrome
nefritico. Las lesiones tubulo intersticiales por lo general son de caracter
toxico 6 infeccioso y pueden causar necrosis tubular aguda, nefritis
tubulointersticial aguda o crénica. Asimismo, el sistema tubular es el origen
de los principales tumores primarios del riidn como adenomas renales;
cualquiera de estos trastornos puede causar insuficiencia renal y llevar al

desarrollo de riflones terminales, que llegan a requerir de transplantes (22).

La bibliografia muestra, los cambios histolégicos observados en un
glomérulo nefritis. Hipercelularidad glomerular que se debe a uno de los
factores siguientes o a su combinacion: - Proliferacion de las células
mesangiales, endoteliales, en ciertos casos, del epitelio parietal. —
Infiltracion leucocitaria, compuesta por neutrofilos, monocitos y, en algunos
casos, linfocitos. La proliferacion y la infiltracion leucocitaria son difusas, es
decir, afectan a todos los l6bulos de todos los glomérulos (23). En una
glomérulo nefritis aguda, ademas, también existe tumefaccion de las
células endoteliales de manera que la combinacion de tumefaccion,
proliferacion e infiltracion leucocitaria provoca la obliteracion de los

capilares (23).

Respecto a la enfermedad de los tubulos y del intersticio, la
bibliografia nos muestra la nefritis tubulointersticial (NTI) provocada por
medicamentos y toxicos; pueden producir lesién renal al menos a través de
tres mecanismos: 1) provocar una reaccion inmunitaria intersticial Ejemplo
nefritis aguda por hipersensibilidad inducida por medicamentos como
penicilina sintética. Histologicamente, las alteraciones se encuentran en el
intersticio, en el que existen un importante edema e infiltracion por células

mononuclerares, sobretodo linfocitos y macrofagos. Pueden encontrarse

23



U.M.S.A/F.C.F.B./ SELADIS Estudios preliminares para la Valoracién Hepato/Nefro
toxicidad de la Persea americana en Ratones.

eusinofilos y neutrofilos, a veces muy abundantes, mientras que en
ocasiones se observan células plasmaticas y basofilos en escaso numero
(23).

4.1.3 ANTECEDENTES GENERALES DE LA Persea americana

(palta).

Es una planta propia de las regiones tropicales y subtropicales, que posee
muchas virtudes medicinales, es uno de los mejores remedios contra la
disenteria cuando se usa como infusién de media cucharilla tostada y media
cucharilla cruda del polvo que se obtiene moliendo, raspando o rallando la

pepa o semilla de la palta ( 4).

4.1.3.1 ANTECEDENTES DE TOXICIDAD DE LA Persea
americana.

Se tiene como dato preliminar el hecho; de que se detect6 un efecto deletéreo
del extracto acuoso, ya que a dosis de 1 g/Kg de peso, que resultd en un
presumible efecto teratégeno para los embriones de las ratas en lo que se
experimentaba un efecto antiinplantacién. Ademas dosis en la que se observé
el efecto era aquella en la que se mostraba un mayor porcentaje de actividad
antiimplantacion. Todo esto indica, que la Persea americana si tiene un efecto
de antiinplantacion pero no asegura que tenga un efecto anticonceptivo, ya
gue no se encontré la dosis que inhiba totalmente los sitios de implantacion
Q).

Se detecto un efecto deletéreo del extracto; ya que a dosis de 1 g/Kg de peso,
el extracto de Persea americana resultd un presumible efecto teratdgeno para
los embriones, ademas de ser la dosis donde se observé un mayor porcentaje

de antiinplantacion. La dosis de 0.1g/Kg de peso, cuyo promedio de
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antiinplantacion no presento mal formaciones embrionarias, podria ser la dosis
optima; ya que ademas de tener un efecto de antiimplantacion, no causa
ningun efecto teratégeno; claro esta que el efecto teratbgeno no sera
importante al no existir implantacion, pero si deberda ser evaluado si se
considera que puede ser un inductor de mutagenicidad, cuyo proceso puede
afectar a un animal adulto o a la mujer en caso de utilizar la Persea americana
como anticonceptivo (1).

En su composicion quimica la Persea americana contiene saponinas y
taninos, y el responsable del efecto de antiinplantacién podria estar dado por
estos compuestos, ya que esta reportado que las saponinas causan hemdlisis
en los globulos rojos de humanos; pueden ser precursores de hormonas
gestagenos, como por ejemplo la progesterona, y en las plantas esta hormona
se produce a partir de las saponinas, presentes en algunas plantas. Como se
sabe que la progesterona es responsable de la nidacién (implantacion) y del
mantenimiento de la gestacion, y a dosis altas de progesterona se inhibe la
descarga de GnRH, en consecuencia, la secrecién de gonadotropinas por la
adenonhipofisis. Este efecto puede ser el regulador de la duracién del diestro
que evita el desarrollo de foliculos, bloqueando la ovulacion (1).

Se tienen datos, que las saponinas son materia inicial para la preparacion
de varios productos farmacéuticos, entre ellos cortisona, anticonceptivos y
estrogenos. Razon por lo cual se cree que algunas moléculas relacionadas
con las saponinas podrian estar vinculadas con el efecto anticonceptivo

(antiinplantacion) de la Persea americana (1).
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42 MARCO TEORICO.

4.2.1 HEPATOTOXICIDAD AGUDA.

La hepatopatia toxica aguda puede ser: 1) principalmente citotOxica; 2)
colestésica, induciendo principalmente la detencion del flujo biliar; 3) Mixta, o
sea, con hallazgos citotoxicos o colestasicos prominentes. La mayoria de
toxinas intrinsecas producen principalmente lesién citotoxica (necrosis,
esteatosis 0 ambas). Hay dos tipos de lesion colestasica: uno va acompafnada
de inflamacion portal y lesion evidente, aunque leve, de los hepatocitos; este
tipo es denominado colestasis hepatocanalicular o de sensibilidad. El segundo
tipo va acompafado por poca inflamacion y aun menos lesién de los
hepatocitos y es denominada colestasis inducida por esteroides o canalicular.
El tipo hepatocanalicular es ejemplificado por la ictericia ocasionada por la
clorpromacina y el tipo canalicular por la ictericia debida a los esteroides
anabolizantes o anticonceptivos (6).

La esteatosis aguda, tal como la ocasionada por la administracion parenteral
de la tetraciclina o por sobre dosis de aspirina, lleva a hallazgos clinicos y
bioquimicos que semejan los del higado graso agudo del embarazo y los del
sindrome de Reye, al que también se asemejan histolégicamente. (En estas
condiciones, la esteatosis es microvesicular, en contraste con la esteatosis
macrovesicular del higado esteatdtico alcohdlico.). Los niveles de
aminotransferasas, en general son algo mas bajos que de una necrosis

hepética (6).

4.2.2 NEFROTOXICIDAD AGUDA.

Se puede ejemplificar la toxicidad que ocurre con los aminoglucésidos; esta se
asocia con la acumulacion de citosegrosomas intracelulares, muchos con

cuerpos mieloides y finalmente, necrosis de la célula epitelial tubular que
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involucra de forma predominante las primeras porciones del tibulo proximal.
Los mecanismos patogénicos responsables de la reduccion en el filtrado
glomerular pueden deberse a alteraciones tanto en el flujo plasmatico
glomerular como en la ultrafiltracion seguida de obstruccion intratubular.

La nefrotoxicidad se caracteriza al inicio por enzimuria, glucosuria,
aminoaciduria y b2-microglobulinuria. El progresivo aumento de los niveles de
creatinina y nitrégeno ureico sanguineo ocurren sin los caracteristicos

cambios en el sedimento urinario (11).

4.2.3 VEGETAL EN ESTUDIO (Persea americana).

4.2.3.1 DESCRIPCION BOTANICA.

Familia: Lauraceae

Nombre cientifico: Persea americana

Nombre comun: Palta en Bolivia, Aguacate en México.

Arbol grande o de tamafio mediano, frecuentemente de 20 metros de alto, con
una copa muy densa, redondeada o alargada, y ramas jovenes glabras,
pilosas, frecuentemente glaucas. Hojas con peciolos delgados de 2 a 6 cm.
de largo, de ovales a elipticas, algunas veces ovaladas; la mayoria de 10 a
30 cm. de largo; agudas o acuminadas; desiguales en la base y de agudas a
redondas cactaceas, penninervias, verde obscuras en la haz; frecuentemente
lustrosas, palidas y glaucentes por el envés, glabras, casi glabras o pilosas,
con pelos cortos y esparcidos, especialmente al lo largo de las nervaduras.
Inflorescencias, pocas o muchas, cerca de las terminaciones de las ramas de
6 a 20 cm de largo pedunculadas; los pedicelos delgados, de 3 a 6 mm de
largo; perianto pélido (12).

Originaria del caribe, Guatemala , México crece en altitudes de 100 a 2600
m.s.n.m. cultivada en huertos familiares o0 bosques caducifolio (Oaxaca);

bosque de encino ( Chiapas ) ; bosque de pino-encino ( Guerrero, Morelos,
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Tamaulipas); bosque templado humedo ( Chiapas); Selva alta perennifolia sin
perturbar (Veracruz); valle (Chiapas, Jalisco, Querétaro); zonas perturbadas
por actividades humanas (Veracruz), datos recientes muestran que el origen

es de la regidén andina amazodnica (12).

4.2.3.2 HISTORIA.

El aguacate es un arbol originario de América. Los antiguos mexicanos
denominaron audcati al fruto y aucaquahuitl al arbol, aunque la misma planta
también recibié el nombre de pauatl. La etimologia del nombre es incierta: la
palabra auacatl se emplea en la lengua nahuatl también para designar a los
testiculos quizéa por asociacién morfolégica con el fruto cuando cuelga en el
arbol. Desde tiempos remotos esta planta ha sido valorada por sus
propiedades alimentarias y medicinales. El fruto muy estimado por su aroma 'y
exquisito sabor, le dio a la planta el calificativo de Persea gratissima, segun la
nomenclatura botanica de otros tiempos (13).

Para los indigenas informantes de fray Bernardino de Sahagun en el siglo XVI,
el uso medicinal del audcatl se limitaba a su semilla o cuesco, el cual,
molido y untado, era benéfico en el tratamiento de infecciones de las orejas,
para las postillas y la sarna, contra las llagas podridas y lesiones del cuero
cabelludo y caspa. La Unica contraindicacion en el uso del aguacate,
segun esta misma fuente, se refiere a que no debian usarlo las mujeres
durante el tiempo en que amamantaban a sus hijos; para ellas, el consumo del
fruto del aguacate estaba prohibido, porque al hacerlo: “causan camaras

(diarreas) a los niflos que amamantan” (12).

Las hojas del aguacate se califican como olorosas y de “temperamento
caliente y seco en segundo grado “, segun la clasificacion caracteristica de la
medicina espafiola de aquel entonces, de corte galenohipocréatico. Tales
propiedades - segun Hernandez- hacen a las hojas idoneas para ser

empleadas en lavatorios. El fruto, también  “caliente”, excita-dice el
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protomédico — extraordinariamente el apetito venéreo y aumenta el semen.
Probablemente desde entonces se establecid la relacion entre estas
propiedades afrodisiacas atribuidas al fruto y el nombre indigena de la planta
(testiculo) que origina la creencia que todavia prevalece en nuestros dias.
Hernandez describi6 como producto medicinal del aguacate el aceite
obtenido por prensado de las semillas, benéfico en el salpullido y las
cicatrices, favorable a los disentéricos porque lo halla astringente y, por ultimo,

el mismo aceite evita que los cabellos se partan (12).

Esta informacién basica y original, recabada por los espafioles de los
indigenas- médicos o informantes-, sobre las propiedades del aguacate, fue
transmitida en las obras médicas e historicas de todo el periodo colonial , con
algunas modificaciones que el léxico fue permitiendo . Asi Ximénez (1619)
opino que el aguacate, ademas de despertar el apetito venéreo, cura los
empeines y las diarreas con sangre y evita la horquilla. Gregorio Lopez (1596)
con anterioridad habia agregado a la lista de los beneficios de la semilla, el
tratamiento de la estranguria y la disenteria, recomendando la infusion por via
oral. Alonzo Lopez (1576) lo habia hecho para la misma semilla, al referirse a
la “incontinencia vesical y Esteyneffer (1712) consideraba al mismo

conocimiento como benéfico para deshacer grumos de sangre (12).

Se considera peligrosa la utilizacion de infusiones de la semilla con fines
tonicos y administrados por via oral, ya que se afirma que contiene principios
gue producen el acido cianhidrico. Aunque le reitera que el aceite de la semilla
esta indicado en las inflamaciones de la piel y los procesos reumaticos, se le
atribuyen a la planta otros usos como el cocimiento de semillas para hacer
desaparecer el dolor de muelas, el cocimiento de hojas contra las calenturas
intermitentes (paludismo) y con base en las investigaciones de un autor

francés, le adjudican propiedades emenagogas y abortivas (13).

El informe antes citado sirvio de base en aquel entonces para definir

arbitrariamente la utilidad terapéutica del aguacate como antipaltdico,
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antiespasmaodico, emenagogo y antihelmintico, y asi seria comunicado por
autores posteriores (Gonzales,1888; Farmacopea Mexicana, 1913), aunque
ninguna de las mencionadas propiedades fuera corroborada por estudios de
indole clinica o experimental.

En Estados Unidos, se dice que las semillas son antihelminticas pero que su

mayor utilidad esta en el tratamiento de la neuralgia intercostal.

En Yucatdn se le atribuyen propiedades expectorantes, antihelminticas,
antiperiédicas y emenagogas, y que la creencia en su propiedad afrodisiaca
se deriva solo del nombre. Por su parte Cabrera (1958) opin6

irresponsablemente: “el aguacate es un afrodisiaco excelente “, ademas lo
recomend6 como alimento de los diabéticos, por no poseer azucar ni almidén.
Agrega que no debe usarse en las heridas, pues “se ha visto que aumenta la
supuracién de las mismas”, y previene que sea comido en caso de padecer
blenorragia, sin explicar el motivo (13).

Por ultimo, en su extensa obra al referirse al aguacate retoma los usos del
aceite de la semilla como producto Gtil para suavizar la piel y cicatrizar las
heridas; la cascara la recomienda como antidisentérico y vermifugo y la
infusion de la semilla, en lavados, para combatir la blenorragia. Menciona el
importante dato que también en otros paises del continente americano se
emplea la cascara del fruto, en emplastos, para tratar infecciones cutaneas

(17).

4.2.3.3 USOS ETNOMEDICOS.

En México, se emplean las hojas, la cascara del fruto y la semilla. El aceite
extraido de la semilla por compresion se usa desde hace siglos para el
tratamiento del cabello reseco y otros males del cuero cabelludo; también
como unguento para aliviar el dolor y suavizar la piel de zonas lastimadas. La
cascara del fruto, seca y molida, se usa como antidisentérico, al igual que la

infusiobn con base en sus hojas empleadas para lavar padecimientos
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infecciosos e inflamatorios de la piel, la misma infusion se utiliza en el
tratamiento de diversas diarreas infecciosas y en casos de indigestion. Por
altimo, y segun la medicina tradicional mexicana, la infusiébn de cascara de

aguacate seria benéfica en el tratamiento de parasitosis intestinales (12).

La informacion bibliografica reciente sobre estudios fotoquimicos vy
farmacoldgicos del aguacate demuestra la presencia de compuestos con
actividad antimicrobiana en la cascara del fruto y en la semilla. Estas
investigaciones fundamentan el amplio uso que la poblaciébn hace de este
vegetal para combatir diversos padecimientos infecciosos, principalmente del
aparato digestivo y de la piel. Sin embargo, es necesario, conocer con mayor
exactitud la utilidad de tales productos en la clinica. El uso especifico del
aguacate en el tratamiento de la parasitosis intestinal, como vermifugo
se ha demostrado experimentalmente, por lo que se requiere de
investigaciones al respecto, dada la importancia epidemiolégica de los
padecimientos en México (12).

4.2.3.4 QUIMICA.

El estudio quimico de la Persea americana ha estado dirigido
fundamentalmente hacia el fruto en vista de su valor alimentario. La pulpay la
semilla son ricas en acidos grasos tales como: oleico, linoleico, palmitico,
estearico, linolénico, caproico y miristico, que forman el 80% del contenido

graso del fruto. El aceite de la semilla es abundante en tocoferol (17).

Otros productos presentes en el fruto son el escualeno y un grupo numeroso
de hidrocarburos alifaticos saturados, alcoholes alifaticos y terpénicos,
esteroles (especialmente betasitosterol) y un poliol no saturado. Respecto a
los aminoacidos existentes en la pulpa, se tienen: el acido aspértico y el
glutamico, acompafiados de leucina, valina y lisina. Se ha demostrado en el
fruto la existencia del acido gammaminobutirico (GABA) en cantidades

importantes. De entre los glucidos sobresale la d- perseita o D-a-manoheptita
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y la D-manoheptulosa y el persiteol o D-a-manoheptita y la D-manoheptulosa
y el persiteol o D-glicerol(+)-galactoheptitol . La protocianidina, la carnitina vy
un alto contenido en carotenoides en la semilla. Las hojas de este arbol
contienen primordialmente un aceite esencial amarillo verdoso, compuesto de
estragol, (+)-pineno, cifielo, transanetol, alcanfor y trazas de &cido enéntico,
gammametilionona, betapineno y limoneno. Los extractos acuosos a base de
hojas de aguacate, ademas de su alto contenido en aceite esencial, poseen
dopamina y serotonina, flavonoides (quercetol), perseita, persiteol y un

principio amargo llamada abacatina (12), ( 17).

4.2.3.5 FITOQUIMICA DE SEMILLA de Persea americana:

En pruebas fotoquimicas preliminares de la Persea americana, se encontro
gue el extracto acuoso de la semilla de Persea americana contiene en un

porcentaje elevado de saponinas y taninos (1).

4.2.3.6 FARMACOLOGIA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA.

EL mesocarpio del fruto es rico en fosforo, hierro, vitamina A, tiamina

riboflavina, niacina, y acido ascorbico. Por lo que su contenido cremoso es
valorado como producto alimenticio.

Algunos extractos organicos de las semillas de la palta poseen actividad
antimicrobiana sobre Escherichia coli, Micrococcus pyogenes, Sarcina lutea y
Staphylococcus aureus (18).

Por otra parte, los compuestos alifaticos de cadena larga, aislados de la
cascara del fruto, como el 1,2,4, trihidroxi-n-hepadeca-16-eno, han
demostrado actividad bactericida sobre microorganismos gram positivos como
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhi, Shigela dysenteriae,
Staphylococcus aureus .Se ha reportado la actividad anticancerosa de

extractos de hojas y de tallos frescos de aguacate en animales con tumores
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transplantables de adenocarcinoma 755 y las propiedades citotoxicas, in

Vitro, de algunos de los compuestos quimicos aislados del fruto (18).

En estudios in vivo en ratas se encontrd actividad inhibitoria de la implantacion
del huevo en el endometrio. Esta determinacion con perspectiva de uso a nivel
clinico, por lo cual es necesario conocer si tiene efecto toxico y la relacion

entre la dosis toxica y la terapéutica (1).

4.2.4 INDICADORES BIOQUIMICOS PARA DETERMINAR
HEPATOTOXICIDAD.
4.2.4.1 TRANSAMINASAS (Aminotransferasas).

Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo amino de un aminoacido

a un acido organico para formar un aminoéacido diferente.

Las actividades aspartato-aminotransferasa (ASAT,GOT) y alanin-
aminotransfderasa (ALAT,GPT) han sido utilizadas como indicadores
de lesion hepatocelular.

La primera transfiere el grupo amino del &cido aspartico al &cido a-
cetoglutarico para formar &cido oxalacético y acido glutdmico. La ultima
transfiere el grupo amino de la alanina quedando el resto como acido piravico.
La ASAT esta presente en muchos érganos, aparte el higado, incluyendo el
corazobn y el masculo, mientras que la ALAT SE ENCUENTRA
PRINCIPALMENTE EN EL HIGADO (5).

Las diferentes localizaciones intracelulares de estas enzimas han conducido
a observaciones y especulaciones acerca de su papel en el diagnostico y
pronostico en la hepatopatia.

Tedricamente, en una lesion hepatocelular leve, cuando la membrana
plasmatica del hepatocito esta dafiada, se liberan en suero mas ASAT Y ALAT
citoplasmaticas. En una agresion hepatocelular mas grave, la lesion

mitocondrial provoca la liberacién de la ASAT de las mitocondrias, elevando
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la proporcion ASAT:ALAT. La ASAT mitocondrial en suero ha sido medido en

pacientes cirréticos y no cirréticos que abusan del alcohol.

La ALAT suele estar aumentada en mayor grado que la ASAT en los
pacientes con hepatitis virica aguda o cronica. La proporcidon ASAT: ALAT
es a menudo menor de 1 en pacientes con lesion hepatocelular aguda. La
actividad ALAT es mas especifica para detectar enfermedad hepatica en los

pacientes no alcohdlicos y asintomaticos.

La ASAT se utiliza para vigilar la terapéutica con farmacos potencialmente
hepatotoxicos; un resultado de mas de tres veces es el limite superior de la

normalidad debe sefalar la detencion de la terapéutica (5).

4.2.4.2 Valoracion de lalesion hepatocelular.

Lesion hepatocelular reconocida por elevaciones de la actividad
aminotransferasa, mas ASAT en lesiones alcohdlicas y toxicas, y ALAT en

lesiones viricas.

Durante los ultimos 50 afios se han hecho muchos intentos de idear maneras
especificas y sensibles de estimar la integridad de la funcion hepatocelular.
Las pruebas especificas han carecido de sensibilidad y las sensibles no son
especificas. La ASAT y la ALAT han demostrado ser el mejor indicador y el
mas ampliamente utilizado. EI amplio margen de lesiones hepatocelulares en
las hepatopatias puede dividirse en agudas y cronicas, segun persista mas o

menos tiempo la elevacion de la actividad enzimética (6).

4.2.4.3 INDICADORES BIOQUIMICOS PARA DETERMINAR LA
NEFROTOXICIDAD.

CREATININA.

La sustancia enddgena mas utilizada, en la valoracion clinica del filtrado
glomerular es la creatinina. La creatinina un producto de degradacion de la

creatina. Se forma a un ritmo relativamente constante en el musculo, el lugar
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principal de depésito del fosfato de creatina. Asi, la produccién de creatinina y

Su excrecion se relacionan directamente con la masa muscular (5).

En la nefropatia, a medida que el filtrado glomerular disminuye, la secrecion
tubular va representando una proporcién mayor del aclaraciéon con relacion a
la carga glomerular, haciendo la estimacién del filtrado glomerular por
aclaramiento de creatinina mas inexacto. Se ha demostrado también que la
filtracion glomerular de la creatinina estd aumentada en los pacientes con

sindrome nefrético (6).

UREA.

Los niveles circulantes de urea y creatinina se utilizan a menudo para evaluar
el rendimiento renal. La urea es el producto final principal del metabolismo de

las proteinas y constituye alrededor del 80% del nitrégeno no excretado.

La urea es predominantemente tratada por los rifiones a través de la
reabsorcion y la filtracién, siendo esta ultima influida por el flujo de la orina.
Ademas, la produccién de urea es afectada por la ingestién, catabolismo y/o
pérdida de proteinas en el tubo gastrointestinal. De acuerdo con ello, la
elevacion de la urea puede atribuirse a causas prerrenales (exceso de
produccion de urea, disminucién del flujo sanguineo renal o ambos), causas
posrenales (obstruccion al lo largo del genitourinario) o perturbaciones del
propio rifion (lesion parenquimatosa renal). Si el Unico factor que eleva la urea
es una produccion excesiva, el NUS raramente excede de 40 mg/100 ml.
Valores mas alla de éste suelen indicar lesion renal, obstruccion del tracto

urinario y disminucion del flujo sanguineo renal (5).

La medicion de la urea en el laboratorio clinico es precisa. El nitrégeno ureico
en sangre (NUS) suele medirse por un método indirecto que genera NH4, a
partir de la urea mediante el uso de una ureasa enzimatica bacteriana. El
amonio producido puede detectarse en una reaccion acoplada, en la cual la

glutamato deshidrogenasa convierte el alfacetoglutarato en glutamato, con
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oxidacién simultanea de NADH. La reaccién se cuantifica midiendo la
disminucién de la reabsorcion de la luz a una longitud de onda de 340 nm.
(14).

4.3 REFERENTES CONCEPTUALES .-

ASAT (GOT).- Aspartato-aminotransferasa. Es una enzima que esta presente
en muchos érganos, aparte el higado, incluyendo el corazén y el musculo.
Transfiere el grupo amino del acido aspartico al acido alfa-cetoglutarato para

formar acido oxalacético y glutamico.

ALAT (GPT).- Alanin-aminotransferasa. Esta enzima se encuentra presente
principalmente en las células del higado. Transfiere el grupo amino de la

alanina con el resto del acido piravico.

CONGESTION.- (Lat. Uni6n, monton, juntos). Presencia de una cantidad
anormal de sangre o liquidos en los vasos de una parte o todo 6rgano. Puede

ser debido a obstruccion del flujo.

CONGESTION VASCULAR.- Llenado y distensiéon de los vasos con sangre

como resultado del flujo sanguineo lento.

CELULAS DE KUFFER.- Células fagocitarias estrelladas del higado, que

tapizan los sinusoides hepaticos. Y se originan en la médula 6sea.

CONGESTION GLOMERULAR:.- Plexo de capilares conteniendo numerosos
eritrocitos por flujo sanguineo lento. Penacho formado por asas capilares en el
origen de cada tubulo del rifibn, el penacho con su capsula (capsula de
Bowman ) constituye el corpusculo renal o cuerpo de malpighi.

EXTRACTO ACUQOSO.- son preparaciones liquidas en las que, en general,
una parte corresponde a la materia prima seca (p/p o v/p). Estas
preparaciones se ajustan, si es preciso, para responder a las exigencias del

contenido de solvente, principios activos o de residuo seco. Los extractos son
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preparados o extraidos con solventes como agua y etanol de graduacion

apropiada, siguiendo el método adecuado para dicha extraccion.

ESTEATOSIS.- (steatosis). Acumulaciones anormales de triglicéridos dentro
de las células parenquimatosas.

ESTEATOSIS MICROGOTICULAR O MICROVACUOLAR.- Acumulacion de
lipidos en vacuolas pequeiias distribuidas en el citoplasma del hepatocito.
GLANDULA SUPRARRENAL.- Organo plano, triangular en el polo superior
del rifibn compuesto por una porcion cortical que secreta hormonas
esteroideas (mineralocorticoides en la zona glomerular y los glucocorticoides
y esteroides sexuales en las dos zonas internas) y otra medular que produce
adrenalina y noradrenalina.

HEPATOTOXICIDAD.- Esta relacionado con un agente que dafia al higado.

Hepatotoxina. Téxina especifica, que destruye las células parenquimatosas
hepaticas.

INFILTRADO LINFOCITARIO.- Presencia de linfocitos en espacio porta.
NEFROTOXICIDAD.- Calidad o estado de toxicidad para las células renales.

Nefrotoxina. Citotoxina especifica para las células del rifion.

NUCLEOS REACTIVOS.- Ndcleos tipicos mas grandes de lo normal,

hipercromaticos de nucleolos prominentes, que se observan en una célula.

SAPONINAS.- Se llaman saponinas a un grupo de sustancias glicosidicas que
se disuelven en agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la
solucion. Por hidrolisis de una saponina (acida, microbiolégica o enzimatica)
se obtienen carbohidratos y una aglicona “la sapogenina”, la cual

estructuralmente puede ser del tipo esteroidal (C27) o triterpenoidal (C30).

TANINOS.- Son compuestos quimicos no cristalizables de reaccion &cida y
sabor muy acre. Se extraen con agua ya que a pesar de su complejidad

estructural son altamente oxigenados o0 presentan azlUcares en su
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composicion que le dan caracter hidrofilico, con el agua no forman soluciones

limpidas sino coloidales, precipitan a las soluciones de gelatina.

TOXICIDAD AGUDA .- Es una toxicidad o dafio producido por un determinado
agente toxico, que es de curso rapido y en algunas circunstancias marcado;
no crénico.

TRANSAMINASAS.- Transaminasas 0 aminotransferasas; son enzimas
ampliamente difundidas en el organismo, que catalizan la transferencia de un
grupo amino de un aminoacido a un cetoacido, en una de las mas importantes
reacciones del metabolismo proteico. El interés clinico esta centrado
especialmente en ASAT Y ALAT.

UREA.- Carbamida, carbonildiamida. Principal producto terminal del
metabolismo del nitrdgeno en los mamiferos, formada en el higado, por el
ciclo de Krebs-henseleit y excretada en la orina.
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5. DISENO METODOLOGICO.-

MATERIAL VEGETAL.

Extracto acuoso de la semilla de Persea americana (palta).
Para la preparacion del extracto acuoso se utilizaron semillas de la Persea
americana (palta). Se secaron las semillas a medio ambiente y se pes6 10
gramos, se afiadid 50 ml de agua destilada a 50 ° C. Y se macer0 la muestra
por 48 horas, al cabo de este tiempo se filtro y se alicuota en viales de 2 ml
para luego congelar a — 10°C, por una noche y, después a 50°C, por el lapso
de 3 a 4 horas. Finalmente, se liofilizaron las muestras y se pesé el liofilizado

para su posterior utilizacion (1).

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

El estudio se realiz6 en 12 ratones hembras de la cepa balb/c, con un
peso promedio de 28 a +/- 5 gramos, provenientes del Bioterio de la facultad
de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas; que tiene las condiciones
ambientales de temperatura 20 — 25 °C, humedad relativa de 10 a 15y luz (12
claro, 12 oscuro). Los animales se aclimataron en el bioterio de SELADIS por

un periodo de 3 semanas previo a la realizaciéon de la experimentacion.

5.2 VARIABLES EN ESTUDIO.-

. Dosis del extracto acuoso de la semilla de Persea americana.

. Concentracién de ASAT en sangre

. Concentracion de ALAT en sangre

. Concentraciéon de urea en sangre

. Parametros histopatolégicos del higado
. Parametros histopatolégicos del rifién

53 METODOS DE INVESTIGACION.-
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5.3.1 TIPO DE INVESTIGACION.

Es de tipo experimental biolégico realizada en laboratorio, empleando

diferentes técnicas y pruebas de laboratorio para dicha investigacion.

5.3.2 METODOS, MATERIALES Y TECNICAS.
5.3.2.1 METODOLOGIA:
a) METODO EXPERIMENTAL

La experimentacion fue llevada a cabo en area del laboratorio de DE
BIOMEDICINA EXPERIMENTAL DE SELADIS.

Numero de ratones utilizados para la experiencia son 12. los cuales una vez
pesados fueron separados en cuatro cajas de a 3 ; es decir 3 para control
negativo, 3 para dosis minima, 3 para dosis media , 3 para dosis maxima. En
cada una de las cajas fueron administrados solamente agua mediante
bebederos, para determinar el volumen de ingesta. Esto previo a la
experimentacion.

Los animales fueron administrados con el extracto acuoso de
Persea americana por via oral, por medio de bebederos (envases de un
volumen aproximado de 100 ml) durante 24 horas. Los calculos realizados: La
cantidad de extracto acuoso administrado fue en relacion al peso y a la
cantidad de agua que beben. Segun la bibliografia 15 ml por 100g por dia
(15).

Se realiz6 el siguiente calculo para la dosis maxima (1 g/kg de peso):

A)
1 g extracto acuoso ----------------- 10009 peso
X mmmmm e 33 g peso del ratén

X = 0.033 g de extracto acuoso

40



U.M.S.A/F.C.F.B./ SELADIS Estudios preliminares para la Valoracién Hepato/Nefro
toxicidad de la Persea americana en Ratones.

B)
1 g extracto acuoso ------------------ 1000 g peso
X oo 29 g peso del raton
X =0.029 g de extracto acuoso
C)
1 g extracto acuoso --------------------- 1000 g peso
X mmmmmmmm e 28 g peso del raton

X =0.028 g de extracto acuoso

* Se obtiene la cantidad total del extracto acuoso que se pesard que es la
sumatoria de A; B; C = 0.09 gramos de extracto acuoso.

CALCULO TEORICO: DE LA CANTIDAD DE AGUA EN LA QUE SE
DISUELVE EL EXTRACTO:

D)
15 ml agua -------------=--=------ 100 g peso
X mmmmmm oo 33 g peso del ratdn
X =4.95 ml de agua / raton
E)
15 ml agua ---------------------- 100 g peso
X mmmmmmmmmm e 29 g peso del raton
X = 4.35 ml de agua / raton
F)
15 ml agua ----------------------- 100 g peso
X mmmmmmm e 28 g peso del raton

X =4.2 ml de agua / raton
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* Sumatoria D; E; F de la cantidad total de agua obtenida es 13 .5 ml.

** Disolucion del extracto en la cantidad de consumo de agua en 24 horas por
raton:

La cantidad de extracto acuoso obtenido 0.09 gramos, se disolvié en 13.5 ml
de agua. Esté es la cantidad que se puso en el bebedero, para la caja donde
esta los 3 ratones de pesos ya conocidos.

- El mismo célculo fue realizado para la dosis media (0,5 g del extracto),
dosis minima (0,25 g del extracto) y control negativo (solo la cantidad de agua

a administrar).

OBSERVACION.

Los animales fueron observados diariamente durante media hora por
ocho dias. No se observdé cambio alguno en la dosis minima, dosis media.
Pero si se observo algunas caracteristicas en la dosis maxima, sexto dia de
comenzada la experiencia, comenzaron a presentar leve sintomas poco
evidentes; esto se caracteriza por una leve anorexia, el pelo levemente

erizado y poco movimiento.

Eutanasia.

A los ocho dias, cada animal fue anestesiado con éter y se procedid a
la toma de muestra de sangre por puncion cardiaca, con la cual se realizaron
dosajes enzimaticos (transaminasas) y urea.

Luego fueron sacrificados por dislocacion cervical y de inmediato se realizo
una laparotomia para la extraccion de los 6érganos a estudiar mediante
Histopatologia: Higado y rifién, los cuales fueron fijados en formol al 10 %
durante 72 horas. Y procesadas de acuerdo a las técnicas clasicas para

histopatologia. Luego, fueron observadas por microscopia 6ptica.
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5.3.2.2 PROCEDIMIENTOS: PARA DETERMINAR
TRANSAMINASAS Y UREA.

DETERMINACION DE TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALACETICA
(GOT/ ASAT).

FUNDAMENTO
El fundamento esta basado en el siguiente esquema de reaccion:
GOT
| — aspartato + - cetoglutarato --- ---- - Glutamato + oxalacetato

El aspartato combinado con el cetoglutarato reaccionan para formar el

glutamato y oxalacetato en presencia de la enzima Glutamica oxalacética

(GOT).

MATERIAL
Tubos de vidrio
Micro pipetas y pipetas volumétricas
Gradillas para tubos
Cronémetro

REACTIVOS
Reactivo de transaminasa GOT
Agua destilada

EQUIPOS
Centrifugadora
Vortex

Espectrofotometro o foto colorimetro
Bafio Maria
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PROCEDIMIENTO:
TOMA DE MUESTRA

l

FASE PRE

A 4

FASE
ANALITICA

A 4

FASE POST

ANALITICA

A 4

A

OBTENCION
DE SUERO

PREPARAR TUBOS PARA

A

CONTROL Y MUESTRAS

ADECUADO, SIN
INTERFERENTES

A

PIPETEAR

TUBOS

BLANCO

CONTROL Y

MUESTRAS

Agua dest.

1ml

Reactivo

1 ml

Control vy
muestra

100 ul

|

Antes de afadir la muestra
preincubar el reactivo a 37°C
por 5 minutos

l

Afadir la muestra, mezclar y leer

Inmediatamente.

A 4

ANALITICA

A 4

CALCULO DE
RESULTADOS

RESULTADO
DE ASAT en
ul/L
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DETERMINACION DE_TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALPIRUVICA
(GPT/ ALAT).

FUNDAMENTO
El fundamento esta basado en el siguiente esquema de reaccion:
GPT
| —alanina + - cetoglutarato --- ---- - Glutamato + piruvato

La alanina combinada con el cetoglutarato reaccionan para formar el
glutamato y el piruvato en presencia de la enzima Glutdmica oxalpiravica
(GPT).

MATERIAL
Tubos de vidrio
Micro pipetas Yy pipetas volumétricas
Gradillas para tubos

Cronémetro

REACTIVOS
Reactivo de transaminasa GPT

Agua destilada

EQUIPOS
Centrifugadora
Vortex
Espectrofotometro o foto colorimetro
Bafio Maria
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PROCEDIMIENTO:

| TOMA DE MUESTRA I

A 4

A 4

FASE POST

A\ 4

ANALITICA

A 4

CALCULO DE
RESULTADOS

FASE PRE FASE
ANALITICAA ANALITICA
A 4
L Preparar tubos
OBTENCION para control y
DE SUERO Muestras
A 4 l
ADECUADO, SIN PIPETEAR
INTERFERENTES
TUBOS [BLANCO| CONTROLY
MUESTRAS
Agua dest. 1mi -
Reactivo - 1mi
Control y - 100 ul
muestras

Antes de afadir la muestra,
preincubar el reactivo a 37 °C
por 5 minutos

A 4

Afadir la muestra,
mezclar y leer
inmediatamente

l

RESULTADO de
ALAT en UI/L
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DETERMINACION DE UREA ( NUS).

FUNDAMENTO
El fundamento esta basado en el siguiente esquema de reaccion:
Ureasa
Urea + agua --------- --- ---- - 2NH3 + CO2

La reaccion enzimatica se realiza en medio alcalina, donde se produce la
hidrolisis de la urea por la enzima ureasa con la formacion de 2 moléculas de
amoniaco Y la liberacion de dioxido de carbono.
MATERIAL
Tubos de vidrio
Micro pipetas y pipetas volumétricas
Gradillas para tubos
Cronémetro
Tips
REACTIVOS
Reactivo 1
Composicion: Ureasa, Buffer fosfato, Salicilato de sodio, nitroprusiato
sodico, EDTA.
Reactivo 2
Composicion: Hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio
Standart:
Urea 50 mg/dl
Agua destilada

EQUIPOS: Centrifugadora
Vortex
Espectrofotometro o foto colorimetro

Bano Maria
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PROCEDIMIENTO:

| TOMA DE MUESTRA I

A 4 A 4 l
FASE PRE J| FASE R e
ANALITICA ANALITICA ANALITICA
\ 4 l
— Preparar tubos Calcular los
OBTENCION DE para, B, St.,Cy resultados
SUERO muestras

A 4 v

A 4

Pipetear el reactivo y

i ) Resultado de
Adecuado, sin Preincubar a 37°C .

i ; NUS en mg/dl
interferentes de 2-3 minutos g

TUBOS BLANCO | STANDAR | CONTROLES

Y MUESTRAS

REACTIVO + 1ml 1 mi 1ml

NaOH

STANDARD - 10 ul -

CONTROLES - - 10 ul

Y

MUESTRAS

A 4

Después de afiadir la muestra
mezclar e inmediatamente incubar
para leer la absorbancia a 550 nm

48



U.M.S.A./F.C.F.B./ SELADIS Estudios preliminares para la Valoracién Hepato/Nefro
toxicidad de la Persea americana en Ratones.

5.3.2.3 FLUJOGRAMA GENERAL DE LA METODOLOGIA.

Extracto vegetal
(Persea americana)

JL

Administracion
Via oral, 24hrs.

DOSIS
administrada

DOSIS DOSIS DOSIS

CONTROL MINIMA MAXIMA

NEGATIVO 0.25 g/ kg 1 g/ kg de
de peso peso

Observacion por ocho
dias

Procedimientos:

Determinacion de Extraccion de
transaminasas muestra de sangre
(ASAT, ALAT) Y (Puncion cardiaca)

UREA. Método
(Cinético Enzimatico)
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Sacrificados
(Por dislocacion
cervical)

Laparotomia
(extraccion
de 6rganos)

RiA6GN
(Conservador
formol al 10 %)

Higado
(Conservador
formol al 10 %)

Cortes histolégicos
(procesados por
técnicas clasicas)

Lectura en
Microscopia
Optica
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5.3.2.4 MATERIALES.

ANIMALES.

12 ratones hembras de la cepa balb/c, comprendidas entre los pesos de 28 +/-

5 gramos.
VEGETAL EN ESTUDIO.

Extracto acuoso de la semilla de Persea americana (palta).

MATERIAL DE VIDRIO.
Vasos de precipitado de 50 ml
Probeta de 100 ml

Varilla de vidrio

Vidrio de reloj
Pipetas de 10 ml
Tubos de hemdlisis

EQUIPOS.

Balanza analitica (Gibertini)
Centrifugadora (Italy)
Espectrofotometro (Hitach)

Microscopio optico (Olympus Japan)

OTRO TIPO DE MATERIAL.
Jaulas para ratones

Bebederos para ratones
Termometro

Estuche de diseccion
Plastoformo

Eter

Cloroformo al 10 %

Algodoén
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Frascos de vidrio
Viales estériles
Jeringa de 3 ml
Gradillas
Ependorfs

Tips amarillos

Micropipetas

5.3.3 ETAPA DE ELABORACION.

La experiencia se realizé durante un mes y 2 semanas aproximadamente.

El dosaje enzimatico se realiz6 el mismo dia, una vez extraido la muestra, en
el area de laboratorio de Bioquimica Clinica. Por el método (cinético
enzimatico) ya indicadas anteriormente; para la determinacion de las enzimas
transaminasas (aspartatoaminotransferasa (ASAT o GOT), alanin
aminotrasferasa (ALAT o GPT)) y UREA.
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6.-

RESULTADOQOS.

e Se utilizé un extracto vegetal (semilla de la Persea americana). Para
conocer el volumen de liquido en el cual debe diluirse este extracto
acuoso para su administracion controlada, fue necesario determinar
principalmente la cantidad de liquido consumido por nuestros animales

en nuestras condiciones de manejo. Esto nos refleja el cuadro N° 1.

o Con base a los datos anteriores se suministro diferentes cantidades
del extracto acuoso para poder administrar dosis definidas del mismo
de acuerdo al peso y consumo de agua, el cuadro 1 nos refleja que en
mayor de los casos los ratones consumieron cantidades menores a las
esperadas por lo que se considera la existencia de una ligera variacion
entre dosis administrada y consumida del extracto.

Esta diferencia en ningun caso sobrepasa el 10%, por tanto, lo anterior
valida esta ruta de administracion y este procedimiento toda vez que
en un margen de variacion minima, la dosis administrada y consumida
puede ser considerada igual. Estos datos podemos observar en el

cuadro N°2.

o Se determino el volumen de liquido consumido, posterior a la
administracion del extracto que es aproximadamente igual a los
anteriores voliumenes consumidos, la diferencia observada no es

significativa. Esto nos muestra el cuadro N°3.

e Respecto al dafio que podria causar el extracto vegetal,
concerniente al higado, se hace el estudio de enzimas como las
Transaminasas aspartato aminotransferasa (ASAT / GOT) y alanin

aminotrasferasa (ALAT / TGP) vy correspondiente al rifion la
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medicion de UREA. A partir de las muestras de sangre tomada de

los animales en experimentacion.

Los resultados hallados en la medicion de enzimas: La enzima
aspartato aminotransferasa (ASAT) podemos distinguir en la dosis
maxima una elevacion (no significativa) con relacion al control
negativo (parametro de referencia), teniendo en cuenta que esta
dentro del parametro de referencia que nos proporciona la
bibliografia. En cuanto a la enzima alanin aminotransferasa (ALAT) el
valor hallado en la dosis maxima es disminuida significativamente con
respecto al control; valor que se encuentra por debajo del valor de
referencia que nos proporciona la bibliografia. Esto nos muestra los
graficos 1y 2.

Con respecto al rifién, se realiz6 como una de las pruebas de funcion
renal; la medicién del nivel de nitrogeno de la urea en sangre. El
resultado podemos observar en el grafico N° 3 donde en la dosis
maxima se muestra una leve disminucion (no significativa) con
respecto al control negativo (pardmetro de referencia) y al valor de

referencia segun bibliografia.

El analisis macroscopico de los 6rganos estudiados no reportd
ningun dato de interés, siendo su aspecto normal para todos en los
animales tratados (con extracto acuoso de la semilla de Persea

americana) y grupo control negativo.

Los resultados de estudio microscopico, referente al andlisis
histologico de higado y rifién, se observan en la tabla 1y 2, en las
figuras 1-7. Se detalla algunas alteraciones o cambios histolégicos
producidos en dichos 6rganos. Es asi que en el caso del higado se

describe la presencia de las zonas de esteatosis microvacuolar
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aumentada no bien definida (fig. 1); irregularidades nucleares en los
hepatocitos (fig. 2) y acumulo de linfocitos, neutrofilos en espacio
porta (fig. 3) del grupo de animales que reciben la dosis mas alta.
En el caso del riidn se aprecia congestion vascular en parénquima
renal aumentada (fig. 4); congestidon vascular e infiltrado linfocitario
en pelvis renal (fig. 5); linfocitos en pelvis renal (fig. 6); linfocitos en
parénquima renal y congestion glomerular (fig. 7) en la dosis mas

alta.
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CUADRO N°1

DETERMINACION DEL VOLUMEN DE INGESTA DE LIQUIDO (AGUA) EN RATONES PREVIO A LA
EXPERIMENTACION

I I

. : : *** \Volumen consumido / ml
Cajal3 L%y pesolg sp ! ** volumen | ! ! ! :
ratones teérico/ ml Dial | Dia2 ' Dia3 | Dia4 | Dias X ! SD
Cajal . 27,6 046 . 1242 15 = 12 114 = 11 : 115 1148 035
Caja2 . 28,6 026. 12,9 105 : 104 : 115 = 105 . 12 : 1098 : 072
caja3 . 31,3 0,76 . 14,1 5 14 155 145 15 148 057
Caja4 . 27,03 035: 122 11,4 : 105 = 11 115 : 105 . 10,98 : 047

* Peso promedio por raton, el rango no exede el 10%

** Volumen teorico segun referencia blibliografica (15)

*kk Consumo total de agua por caja ( donde existen tre ratones ), obtencion propia
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CUADRO N° 2

DETERMINACION DE LA RELACION DE DOSIS ADMINISTRADA Y CONSUMIDA DE
EXTRACTO ACUOSO DE LA SEMILLA DE Persea americana (Palta) en ratones.

: : : : C ok ;
Dosis :  Caja/3ratones @ X Pesolg SD : * Volumen : Volumen C(.)nsumldo
: : : © tedrico/ml ml /dia
Maxima 19 1 . 276 . 046 . 1242 10,8
Media 059 - 2 . 286 . 026 . 12,87 11
Minima 0,259 - 3 . 31,3 . 076 - 141 15,2
Control negativo 4 27 0,35 12,2 10,4
* Volumen teorico segun referencia bibliografica ( 15)
** Consumo total de la disolucion por caja ( donde existen 3 ratones ), obtencion propia
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CUADRO N° 3

DETERMINACION DEL VOLUMEN DE INGESTA DE LIQUIDO POSTERIOR A LA
ADMINISTRACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA SEMILLA DE Persea americana
(palta)en ratones. Para conocer la cantidad de agua consumida.

Cajal 3 : - **\Volumen consumido ml /dia
i : Vol
Dosis . ratones X Pesolg : SD teér‘i’cl:)f;‘:qf; . — . . .
: : Dial Dia 2 Dia 3 - Dia4 Dia 5 X DS

Maxima ©: 1 * 27,6 -046° 12,42 9,85 10 11,8 12 11,5 11,02 1,01
Media ° 2 ' 286 026' 1287 . 11,3 . 18 . 128 = 11 . 12 . 115 0.8
Minima = 3 - 31,3 0,76 14,1 15 14 16 15 16 15,2 0,82
Control = 4« 57 o35 122 | 12 14 ¢ 13 . 14 13 | 1326 0,9
TSN 4 = : =

* Volumen teorico segun bibliografia (15)

** Consumo total de agua por caja (donde existen 3 ratones), obtencion propia
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GRAFICO N° 1

Resultado preliminar, del dosaje enzimatico de la transaminasa aspartato

aminotransferasa (ASAT / GOT ), en la estandarizacion para la valoracion

Hepatotoxica del extracto acuoso de la semilla de Persea americana (palta) en

ratones.

Aspartato aminotransferasa (ASAT)

200
ul/L

180

160

140

120

100

ASAT
1

80

60—

40—

20—

(o= . = J
Dosis Dosis Dosis
Control L. ) L.

minima | media | maxima

0O Rat6én 1 118 127 144 189

= Ratén 2 99 95 134 190

O Raton 3 110 133 85 128

Dosis

Valor de referencia: ASAT 69 — 191 UI/L . (15)
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GRAFICON?®2

Resultado preliminar del dosaje enziméatico de la transaminasa alanin
aminotransferasa (ALAT / GPT), en la estandarizacion para la valoracién

Hepatotdxica del extracto acuoso de la semilla de Persea americana (palta) en

ratones.
Alanin aminotransferasa (ALAT/TGP)
UI/180
70-
60-
50-
ALAT YT AT ks
'\\ i \}
30 \m \
N | %
20- % 1IN
N IR
o NN
N IR
o LA AN AN _
Dosis Dosis Dosis
Control . . L.
minima media maxima
O Ratéon 1 46 73 42 19
@ Rat6n 2 35,5 54 61 15
E Raton 3 40 38 50 5
Dosis

* Valor de referencia: ALAT 26 —120 UI/L. (15)
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GRAFICO N° 3
Resultado preliminar, de la Urea un parametro relacionado al rifién, en la

estandarizacion para la valoracion Nefrotoxica del extracto acuoso de la

semilla de Pesea americana (palta) en ratones.

UREA (NUS)

mg/dl 25+

UREA

Control Dosis minima | Dosis media |Dosis maxima
O Ratont 1 19 18,8 14 18,9
o Ratén 2 21 21 17,2 14
o Ratén 3 23 19 13 17
Dosis

* Valor de referencia UREA (NUS): 19 — 34 mg/dl. (15)
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Tabla: 1

Algunas alteraciones Histolégicas encontradas en la estandarizacion para la
Valoracion Hepatotoxica del extracto de la semilla de Persea americana
(palta) en ratones.

*0 CELULAS HEPATICAS

i B ) (células de Kuffer) Acumulo de
Parametros | Congestion * Esteatosis Linfocitos y
Histolégicos | Vascular Microvacuolar - Neutrofilos en

Nucleos espacio porta

Reactivos | Regeneracion

N° Raton 1123 1 2 3 1123 |1]|2 3 1]2 3

CONTROL
NEGATIVO

DOSIS | ) | )
MINIMA ++

DOSIS
++ | ++ | ++ | + + ]+ + |+ +| +
MEDIA ++ | ++ | ++ ++ | ++
DOSIS
" + | ++ | + ++
MAXIMA ++ |+ |+ | | | [ | ++

* Células de Buffer prominentes, aumentadas en namero.
* Esteatosis Microgoticular o microvacuolar

* Regeneracion de células hepaticas, binucleacion.

(+) Ligera

(++) Moderada

(+++) Intensa
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Tabla: 2

Algunas alteraciones histologicas, encontradas en la estandarizacion para la

valoracion Nefrotoxica del extracto de la semilla de Persea americana (palta)

en ratones.

Congestion Focos de

Vascular y L
Parametros | inlinfocitos | Congestion T infiltrado Suprarrenal
- : ubulos | Linfocitario | con cortical y
Histologicos en glomerular en pelvis medular

parenquima r(gnal

renal

N° Raton 1|2 3 1| 2 3 |11213]1|2] 3 1|2 3
CONTROL Q@] @
NEgaTivo | T | Pt | NP NNCENENENE - TN
DOSIS Q@ @
MINIMA sl I NEN]NINENEN] - - - TR
DOSIS Q@ @
MEDIA T | T | T P NPNENE - NN
DOSIS D@ @
MAXIMA T o L | T e | NINPNE - I N N

(1)N Conservados

(2) N vacuolizacion en células cortical de suprarrenal.
N Normal

(-) Ausente (no se observan cambios histolégicos)
(+) Presente

(++) Moderada

(+++) Aumentada
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CORTES HISTOLOGICOS DE HIGADO DE RATON

(FIGURAS: 1, 2, 3)
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Fig.1 ESTEATOSIS MICROVACUOLAR
EN HIGADO - HE
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Fig. 2 NUCLEOS REACTIVOS CON
BINUCLEACION EN HIGADO - HE
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Fig. 3 LINFOCITOS — ESPACIO PORTA DE
HIGADO - HE
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CORTES HISTOLOGICOS DE RINON DE RATON
(FIGURAS: 4,5,6,7)
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Fig. 4 CONGESTION VASCULAR EN
PARENQUIMA - HE

. . vl-:'r' ’_r‘_‘ J ‘ q a3 9" 4
: —" l“i"} -
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Fig. 5 CONGESTION RENAL E INFILTRADO
LINFOCITARIO EN PELVIS RENAL - HE

70



U.M.S.A./F.C.F.B./ SELADIS Estudios preliminares para la Valoracién Hepato/Nefro
toxicidad de la Persea americana en Ratones.

Fig. 6 LINFOCITOS EN
PELVIS RENAL - HE
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Fig.7 LINFOCITOS EN PARENQUIMA RENAL Y
CONGESTION GLOMERULAR - HE
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7. DISCUSION.

Estudios anteriores fueron realizados en el extracto acuoso de la
semilla de Persea americana con el propésito de validar el efecto
anticonceptivo ademas de otros efectos que presenta dicha planta que
son reportadas por la medicina tradicional (1,3,12,18). En dichos
estudios detectaron un efecto deletéreo del extracto, ya que a dosis de
1g/Kg de peso, el extracto de Persea americana resultd tener un
presumible efecto teratbgeno para los embriones, a demés de ser la

dosis donde se observé un mayor porcentaje de antimplantacion (1).

Por lo estudiado, la Persea americana si tiene un efecto de
antiinplantacicon, aunque no se asegura que tenga un efecto
anticonceptivo ya que no se encontro la dosis que inhiba totalmente los
sitios de implantacién. solo se encontr6 que a dosis mayores del
extracto acuoso de la P. americana, mayor es la respuesta del efecto
de antiimplantacion (1).

Para poder validar el uso en humanos se plante6 la necesidad de
realizar el estudio preliminar para evaluar la inocuidad de Persea
americana en ensayos de seguridad preclinica. La bibliografia
consultada de la semilla de P. americana, no reporta la toxicidad que
pueda causar en 6érganos tales como el: Higado o rifién. Por tanto en
este trabajo se propuso evaluar el efecto de Persea americana sobre
un Organo, que cumple multiples funciones tales como metabolizar
todo tipo de sustancias o nutrientes absorbidos, para ser distribuidos al
resto del organismo (21,22). Asimismo se decidio estudiar este efecto
en los rifiones, los 6rganos mas importantes del aparato urinario, la
estructura y funciébn se han dividido en dos categorias principales:

glomerular y tubular (21).
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Segun los resultados obtenidos en este trabajo en lo que hace al
estudio preliminar referente a la medicién de las enzimas aspartato
aminotransferasa (ASAT) y alanin aminotransferasa (ALAT): Se tiene
como resultado la elevacion de la enzima ASAT a la mayor dosis la
misma que no es significativa con relacion al control negativo; también
debe tomarse en cuenta, que esta elevacion no sobrepasa los valores
de referencia dadas por la bibliografia. En relaciéon con la enzima ALAT,
los resultados obtenidos a la dosis maxima presentan una disminucion
significativa respecto al control negativo, este resultado se encuentra
por debajo de los valores de referencia dadas por la bibliografia.
Teniendo en cuenta que esta enzima es especifica de las células del
higado.

Algunos resultados histolégicos encontrados en este trabajo con el
extracto acuoso de la semilla de P. americana, en higado permite
pensar que este extracto a una dosis elevada podria tener la posibilidad
de producir toxicidad y tiene alguna relacion con los resultados
hallados en la medicion de enzimas (ASAT, ALAT). El incremento y
disminucién de las enzimas ASAT, ALAT respectivamente, podria
indicar un dafo hepatico leve a la dosis mas alta, debido a la lesion
hepatocelular; producida por algunos de los compuestos quimicos
como taninos y saponinas, que contiene el extracto de la semilla de la

Persea americana.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo con el extracto de la
semilla de Persea americana; respecto a la medicidn de niveles de
NUS, se tiene valores disminuidos en la dosis media y la dosis maxima,
valores no significativos con respecto al control negativo, de modo que
dichos valores se encuentran fuera o por debajo del rango de
referencia establecida para estos animales. Es asi que en animales de

esta especie, el nivel habitual de nitrdgeno de urea en el suero es de
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19-34 mg/dl. Niveles menores de 19 mg/dl se ven en la sobrehidratacion
donde hay dilucion y ausencia de reabsorcion tubular; insuficiencia
hepatica, con reduccion de sintesis de urea (15).

e En este trabajo, los cambios observados histolégicamente en los
glomérulos no fueron significativos; solo se observo una congestion
glomérular (fig. 7) en la dosis maxima del extracto. Podemos observar
en la tabla 2. De la misma forma histolégicamente no se observaron
ningun tipo de cambios en los tubulos. En las 3 dosis administradas con
el extracto, los tubulos se encuentran normales como nos muestra la
tabla 2.

e En resumen, se presentan resultados que muestran que a elevada
dosis si es posible encontrar alguna lesion tanto en rifidn como en
higado; es asi que a dosis maxima se presenta una esteatosis
microvacuolar aumentada en células hepaticas (fig. 1), acumulo de
linfocitos y neutrofilos en espacio porta (fig. 3), cambios reactivos en las
células de Kuffer y signos de regeneracion, binucleaciéon de los
hepatocitos (fig. 2) y también se encuentra linfocitos en parénquima
renal (fig. 7), aunque estos son relativamente escasos si se comparan
con ciertos toxicos como el tetracloruro de carbono causan lisis
hepatocelular masiva.

e Lo anterior muestra la necesidad de realizar posteriormente la
valoracion Hepatotoxica y Nefrotoxica del extracto vegetal con una
muestra mas amplia al menos de 5 animales por dosis de acuerdo a la
norma por la Organizacion Mundial de la Salud. Lo cual permitira

valorar si el producto realmente puede producir toxicidad.
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8. CONCLUSION.-

e En la realizaciébn experimental del presente trabajo el método
empleado para la valoracibn Hepatotoxica y Nefrotdéxica y como
extracto vegetal utilizado a la semilla de Persea americana. Segun los
resultados del estudio preliminar obtenidos podriamos sefalar lo
siguiente:
* No se ha podido establecer el dafio que pueda producir o no el
extracto vegetal en este caso extracto de la semilla de Persea
americana. Debido a que no se trabajo con la cantidad de
poblacién (nUmero de animales) adecuada. Pero se podria decir
gue servirA como una pauta para estudios posteriores y

confirmar estos resultados.

* Con todos estos datos preliminares se puede concluir, que para
valorar la actividad Hepatotdxica y Nefrotoxica del extracto
vegetal en este caso de la semilla de Persea americana, debe
continuarse con el estudio empleando mayor numero de
animales y a través del andlisis estadistico. Ya que no se
observaron diferencias significativas entre el grupo tratado y el

control negativo.
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9.- RECOMENDACIONES.

e Se recomienda realizar mas pruebas a partir de la dosis maxima de 1
g/kg de peso que se utilizd en este trabajo. Probando otras dosis
mayores a las indicadas, para determinar si el extracto acuoso de la

semilla de Persea americana, realmente pueda producir toxicidad.

e Se recomienda la continuidad del trabajo, a través de otros modelos
biolégicos para ampliar la informacion acerca de que pueda producir o no

toxicidad aguda. Mediante la valoracién correspondiente.

e Se recomienda trabajar con una muestra mas amplia al menos de 5

animales por dosis, segun norma por la O.M.S.

e Se recomienda también realizar estudios en la glandula suprarrenal,
debido a que histolégicamente se pudo observar cualitativamente una
alteracion con respecto al control negativo (ver anexos fig. 1y 2). Ya que
en este trabajo, no se realizé el estudio respectivo para esta glandula.
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HISTORIA DE LA MEDICINA TRADICIONAL EN BOLIVIA

En los ultimos 30 afios y en gran parte por el apoyo brindado por la OMS en
Alma Ata (1978), se han implementado investigaciones de las medicinas
tradicionales y de las plantas curativas en mas de 20 universidades del Africa

y en muchos paises latinoamericanos, como Guatemala, Per(, Brasil,

Paraguay, Costa Rica y Meéxico. Hay varias redes informaticas como

Napralert, Tramil, Pehuén (?) dedicadas a estos temas.

Bolivia tiene el mérito de haber sido el primer pais en que se aceptd
oficialmente la vigencia de las medicinas indigenas en enero de 1984 y se
reglamenté su ejercicio el 13 de marzo de 1987. Lamentablemente la lucha
politica permanente y la politizaciéon de dicha medicina han hecho que los
logros sean efimeros y que no se tengan ni politicas ni estrategias serias
sobre su articulaciéon y complementacion con la medicina oficial. Todavia no

se las estudia en las universidades.

Mesa Redonda (1) sobre el tema en la OMS: “La medicina tradicional sigue
siendo la Unica fuente de atencidn para... una vasta proporcion de la poblacion
del mundo”...”"Puesto que la medicina tradicional se sigue ejerciendo con
efectos positivos, ¢no deberia ser oficialmente reconocida, estimulada
perfeccionada e integrada (articulada) en los sistemas nacionales

contemporaneos de atencién de salud?”...

Actualmente se estd realizando diversas investigaciones sobre el efecto
farmacologico y toxicidad alguna que presenta ciertas plantas utilizadas en la

medicina tradicional.
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GLANDULA SUPRARRENAL DE RATON
(Figuras de CORTE HISTOLOGICO)
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Fig. 1 SUPRARRENAL NORMAL - HE
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Fig. 2 SUPRARRENAL (alteracion) - HE
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