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RESUMEN

Resumen

Se realizd un estudio experimental en la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas con el objetivo de evaluar la actividad antilitiasica del extracto acuoso
de las hojas de Boldoa purpurascens Cav. Para ello se determind dicha
actividad a partir del extracto acuoso de la especie (dosis de 100, 200 y 400
mg/Kg) mediante el modelo experimental de urolitiasis inducida por etilenglicol
(EG) (0,75%) y cloruro de amonio (CA) (2%) en ratas. El andlisis de
microscopia de la orina revel6 que la cantidad y el tamafio de los cristales de
oxalato de calcio (CaOx) fue mayor en los animales del grupo control litiasico
(Grupo Il), en comparacion con el grupo de control. Por otro lado, los grupos
tratados con extracto acuoso mostraron una reduccion significativa en la
cantidad y el tamafio de los cristales de CaOx en comparacion con el grupo |,
al igual que el grupo lll tratado con cistona. En las ratas de control litiasico
(Grupo 1), el dafio renal marcado se evidencié por la elevaciéon de los niveles
de creatinina, acido Urico y nitrégeno ureico en suero. Los niveles de acido
urico sérico en los grupos experimentales también se encontraron disminuidos
respecto al grupo Control Il. La evaluacién histopatologica permitié evaluar los
dafios renales provocados por la induccién de los calculos con etilenglicol,
observar la presencia de atrofia glomerular y la deposicion de cristales y el
logro de la normalidad de las células epiteliales tubulares y glomérulos al
administrar el extracto de planta. Finalmente los hallazgos de este estudio
demuestran que el extracto acuoso de hojas de Boldoa purpurascens posee
una potente actividad antiurolitidsica por inhibicion o disolucion del calcio

inducido por el etilenglicol en ratas.
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ABSTRACT

Abstract

An experimental study was carried out at the "Marta Abreu" Central University
of Las Villas with the aim of evaluating the antilithic activity of the aqueous
extract of the leaves of Boldoa purpurascens Cav. To this end, this activity was
determined from the aqueous extract of the species (doses of 100, 200 and 400
mg / kg) through the experimental model of urolithiasis induced by ethylene
glycol (EG) (0.75%) and ammonium chloride (CA) (2%) in rats. The analysis of
urine microscopy revealed that the quantity and size of the calcium oxalate
crystals (CaOx) was higher in the animals of the lithiasic control group (Group
I1), in comparison with the control group. On the other hand, the groups treated
with aqueous extract showed a significant reduction in the quantity and size of
the CaOx crystals in comparison with group Il, as did the group Il treated with
cystone. In the lithiasic control rats (Group Il), the marked renal damage was
evidenced by the elevation of serum creatinine, uric acid and urea nitrogen
levels. The levels of serum uric acid in the experimental groups were also found
to be lower than in the Control Il group. The histopathological evaluation
allowed to evaluate the renal damages caused by the induction of the stones
with ethylene glycol, to observe the presence of glomerular atrophy and the
deposition of crystals and the achievement of the normality of the tubular
epithelial cells and glomeruli when administering the plant extract. Finally, the
findings of this study demonstrate that the agueous extract of leaves of Boldoa
purpurascens possesses a potent anti-urolithic activity by inhibition or

dissolution of calcium induced by ethylene glycol in rats.
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INTRODUCCION

Introduccién

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un
recurso de gran importancia, para cubrir las necesidades terapéuticas.
Su uso como agentes de la salud es ampliamente conocido en multiples
culturas del mundo y ha sido transmitido a través de generaciones (1).
Durante las Ultimas décadas el interés de pacientes y cientificos por la
medicina tradicional ha crecido rapidamente debido a las
preocupaciones sobre los efectos adversos de las drogas quimicas y
cuestionamientos de la medicina alopatica. El estudio de las plantas
medicinales es, por tanto, un campo abierto para la investigacion no
solamente para la medicina oriental sino también para la occidental,
basado en la produccion de farmacos mediante el aislamiento de
compuestos activos. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo
largo de los afios para explicar, en forma racional, el uso terapéutico de
una planta y permite ademas la vigencia de su empleo (2). La
identificaciéon del valor curativo de las plantas ha provenido
generalmente de la informacion proporcionada por su uso en la medicina
tradicional, que igualmente ha sido la fuente para la investigacion
fitoquimica. A pesar de esto solo una cantidad relativamente pequefia de
especies de plantas se ha estudiado para las posibles aplicaciones
médicas. En este sentido, la familia Nyctaginaceae no es ajena a esta
situacion, es una familia de plantas que engloba alrededor de 350
especies distribuidas en 38 géneros. Se caracterizan por tener unas
hojas de bordes lisos opuestas a los tallos. Boldoa purpurascens Cav ha
sido empleada por la poblacion desde hace varias décadas en el
tratamiento de enfermedades renales. La litiasis renal es una de las
patologias cuya frecuencia ha crecido en los Ultimos afios
constituyéndose en una de las mas comunes de la sociedad moderna,
caracterizada por la aparicion de calculos en el aparato urinario superior
(parénquima renal, calices, pelvis o uréter), resultante de Ila
sobresaturacion de la orina con el consecuente proceso de

cristalizacion, agregacion y crecimiento del calculo (3).


https://es.wikipedia.org/wiki/Planta
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29

INTRODUCCION

Boldoa purpurascens Cav se emplea tradicionalmente en nuestro pais como
antilitiasica pero esta accion farmacoldgica no ha sido avalada cientificamente.
Atendiendo a estas consideraciones el problema cientifico a resolver en esta
investigacion es el siguiente:
Problema cientifico
Boldoa purpurascens, es utilizada tradicionalmente en nuestro pais para la
eliminacién de los calculos renales. Cientificamente no existen estudios que
justifiqguen el empleo de la especie para el tratamiento de dicha enfermedad.
Hipdtesis
Si se realizan ensayos in vivo para evaluar la accion antilitiasica del extracto de
Boldoa purpurascens, se podra conocer su accion vy justificar su uso tradicional
en esta afeccion.
Objetivo general
Evaluar la actividad antilitidsica del extracto acuoso de las hojas de Boldoa
purpurascens Cav. empleando modelos in vivo.
Objetivos especificos

1. Determinar el rendimiento y el contenido de sélidos totales en el extracto

acuoso obtenido mediante extraccién por Soxhlet.
2. Evaluar la accion del extracto acuoso de la especie, sobre los cristales
de oxalato formados en los animales de experimentacion.
3. Realizar evaluacion histopatoldgica de los rifiones de los animales de

experimentacion en cada grupo.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Generalidades de la planta

1.1.1. Familia Nyctaginaceae

Las plantas pertenecientes a la familia Nyctaginaceae son en su mayoria
plantas dicotiledéneas del orden de las Centrospermales, herbaceas o lefiosas,
por lo comdn con hojas opuestas, flores en cimas umbeliformes o
corimbiformes, bracteas en la base de las flores, libres o soldadas, a veces
petaloideas, con frecuencia en involucro caliciforme, cinco sépalos corolinos,
soldados, con base persistente en la madurez, formando, alrededor del
agujero, un antocarpo envolvente (4, 5).

1.1.2. Antecedentes quimicos de la familia

Los compuestos que han sido informados en la literatura para los géneros de
esta familia son los alcaloides, flavonoides, proantocianidinas, saponinas y
sapongeninas. Entre ellos, kamferol, y quercetina han sido los compuestos
guimicos mas corrientemente informados (6-8).

1.1.3. Aspectos histdricos de la planta

Boldoa purpurascens, Cav ex Lag. es conocida cominmente en nuestro pais
como Nitro Blanco o Toston y se le conoce también con las sinonimias de:
Boldoa ovatifolia Lag, Cryptocarpus globosus H.B.K y Salpianthus
purpurascens. Esta planta fue descubierta por Cavanilles en América y
depositada en el jardin botanico de Madrid en 1816 por Lagasca, un discipulo
de Cavanilles e introducida en Cuba en 1842 (5).

1.1.4. Descripcion botanica de la planta

Boldoa purpurascens Cav es una planta de 1-2 metros de altura, herbacea,
muy ramificada; las ramas de la inflorescencia son pegajosas. Hojas rombo-
aovadas a aovado-deltoideas, de 5 a 20 cm; agudas a atenuadas,
abruptamente acuminadas en la base, decurrente en el peciolo (3). Flores
aglomeradas en racimos cortos y densos al extremo de las ramas de la panoja;
periantio de 2,5- 3 mm. Fruto de 1,5 mm de diametro; semilla negra, lustrosa
4, 9).

1.1.5. Habitat, distribucién, fenologia y cultivo

Es una planta silvestre que crece en terrenos yermos y en los terrenos de

serpentina y calcareos, bastante abundante en las cercanias de La Habana,
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por Guanabacoa y Marianao. Habita en México, Nicaragua, Guatemala, Costa
Rica y Venezuela. En Cuba florece de diciembre a mayo, las hojas alcanzan su
mayor tamafio en los meses de junio y julio (4, 10).

1.1.6. Composicién quimica

La planta contiene gran cantidad de metales entre los que se encuentran: el
plomo, cadmio, hierro, cobre, cromo, magnesio, niquel, sodio, manganeso,
estando en mayor proporcion el potasio , aunque el sodio, magnesio y cadmio
se hayan también en cantidades importantes (4).

Los flavonoles y las flavonas glicosidicas son compuestos generalmente
estables y pueden extraerse desde el material vegetal secado, con disolventes
en frio o en caliente. Los aglicones de los flavonoles y flavonas son raramente
encontrados como constituyentes internos de los vegetales; ellos son
frecuentemente localizados sobre las superficies externas de hojas (11). Esos
flavonoides tienden a ser menos polares cuando estan a menudo metilados o
acilados y requieren disolventes menos polares para su extraccion, tales como
éter, hexano y diclorometano (12).

1.1.7. Usos en medicina tradicional

En los estudios etnobotanicos se informa su uso como diurético y antiséptico
de las vias urinarias. En algunos lugares de Cuba se ha usado para la
eliminacién de célculos renales, es posible que esta accién (ain no
demostrada) sea cierta, atendiendo al potente efecto diurético que se le
atribuye, lo que lleva consigo una eliminacién considerable de liquido, lo que
puede ocasionar la fragmentacion de los calculos, y pudiendo ser arrastrados
del 6rgano (6). De acuerdo a la medicina tradicional china, la especie promueve
la miccidn, tiene efectos antiinflamatorios y es usado tradicionalmente como
ténico (13).

1.1.8. Antecedentes farmacoldgicos de B. purpurascens

En el afio 2006 se comprobd el efecto diurético del extracto acuoso liofilizado
de Boldoa purpurascens Cav. a la dosis de 400 mg/kg siguiendo una
administracion continuada. En este propio estudio se informa el aislamiento y
caracterizacion estructural de cuatro nuevos flavonoides que contribuyen a la
actividad diurética de la planta asi como informes preliminares de la actividad

antiinflamatoria del extracto acuoso de la misma (14). Posteriormente se evalu6
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la actividad antiinflamatoria de un crudo de flavonoides obtenido a partir de la
planta (4).

En estudios preclinicos efectuados en ratas, se evalu6 la actividad
hipoglicemiante de los extractos acuoso y etandlico de la planta, utilizando
como controles positivos Insulina y Metformin respectivamente. Los resultados
obtenidos demostraron que ambos extractos disminuyeron apreciablemente los
niveles de glucosa en sangre a las 72 horas. En el estudio se informa que la
actividad estudiada es debida a la presencia de D-pinitol, compuesto
identificado y caracterizado en los extractos de la planta y a los flavonoides
presentes en los mismos (15).

1.1.9. Clasificacion taxondmica de Boldoa purpurascens Cav

Nombre Cientifico: Boldoa purpurascens Cav.

Familia: Nyctaginaceae.

Sinonimias: Boldoa ovatifolia Lag; Cryptocarpus globosus HBK y Salpianthus
purpurascens Hook. & Arn.

Género: Boldoa.

Divisiéon: Magnoliopsida.

Especie: Boldoa purpurascens.

Subclase: Magnoliophyta.

Figura 1: Hojas de Boldoa purpurascens.

1.2. Epidemiologia
La urolitiasis se ha convertido en una enfermedad crénica que ha tenido un

gran impacto en la calidad de vida y en la situacion laboral de quien la padece;



REVISION BIBLIOGRAFICA

su tasa de prevalencia y recurrencia es cada vez mayor, lo que genera un gran
impacto socioecondmico en cualquier pais al afectar el sistema de salud. Se
han identificado numerosos factores inherentes a la biologia humana y algunas
variables sociodemograficas, que favorecen el desarrollo de célculos renales;
por lo cual, en esta revision se describen los principales factores que influyen
en la formaciéon de urolitiasis, permitiendo intervenir oportunamente sobre
algunos de ellos.

Los calculos que obedecen a factores propios del metabolismo se denominan
intrinsecos (genética, edad y sexo) los debidos a factores externos se conocen
como extrinsecos (geogréaficos y climéticos) (16).

Factores intrinsecos:

Genética:

Cerca del 25% de los pacientes con litiasis urinaria tienen una historia familiar
positiva de litiasis debida posiblemente a un defecto poligénico de penetrancia
parcial. Las enfermedades hereditarias mas comunes que se asocian con
urolitiasis son la acidosis tubular renal familiar que se presenta con nefrolitiasis
y la nefrocalcinosis que se asocia con litiasis en un 70% de los casos; otra
alteracion genética es la cistinuria cuya trasmision es recesiva (16, 17).

Edad y sexo:

Se presenta a cualquier edad, siendo el mayor pico de presentacion de la
litiasis urinaria entre los 20 y 40 afios con predominio en los hombres (relacion
3:1). Al respecto, una teoria postula que las mujeres tienen mayor nivel de
citrato en orina; un protector contra la adhesion de los cristales y los hombres
tienen mayor nivel de testosterona que resulta en mayor secrecion de oxalato
por el higado (18).

En las mujeres predominan las litiasis de origen infeccioso o las relacionadas
con defectos metabdlicos, como la cistinuria o el hiperparatiroidismo. Mientras
gue en el hombre es mas frecuente la litiasis oxalocélcica, asi como la litiasis
rica (17).
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Factores extrinsecos:

Geogréficos y climaticos:

Se ha demostrado una fuerte relacion causal de los factores climaticos,
geograficos, dietéticos y ocupacionales con la formacion de calculos. Estos son
mas frecuentes en personas que habitan en regiones montafiosas, desérticas y
tropicales, en general areas calientes y secas que, presumiblemente, pueden
favorecer un estado de deshidratacion cronica; a ellos se suman los patrones
dietéticos de cierta regiones que influyen en la formacién de calculos porque
aumenta la excrecién de compuestos pocos solubles, tales como el 4cido Urico
asociado a la ingestion de purinas, los oxalatos, el calcio y los fosfatos (17, 18).
La actividad laboral también se ha relacionado con la litiasis, la cual es més
frecuente en trabajadores administrativos y en personas sedentarias, asi como
en quienes laboran en condiciones de altas temperaturas (19, 20).

Se presenta en todas las razas, los asiaticos, sirios e indios parecen tener una
mayor predisposicién a padecer la enfermedad en contraposiciéon con la raza
negra, quiza por el aumento de los inhibidores de la cristalizacion en orina o por
hipovitaminosis D, pero en estos, la forma de presentacion es habitualmente
mas compleja, como son los calculos coraliformes.

1.2.2. Patogenia

La formacién de un calculo renal requiere necesariamente que la concentracion
de la sal formadora exceda su solubilidad en la orina, es decir, se encuentre en
estado de supersaturacion. Dependiendo de la especie predominante de la sal
formadora, influird también en su limite de solubilidad, el pH e interacciones
ibnicas (20). La etapa inicial para la formacién de un calculo renal es la
aparicion de la fase solida o nido de cristales de la respectiva sal. Si cristales
de una misma especie forman el nido, se habla de nucleacién homogénea. Sin
embargo, en una solucién compleja como es la orina, cristales de un tipo
pueden también arrastrar la precipitacion de otros de distinto tipo (2). Esto
ultimo se denomina nucleacién heterogénea y ha sido demostrada para la
precipitacion de cristales de oxalato de calcio inducida por cristales de urato
monosaddico o de fosfato de calcio. Una vez que se ha formado un nido, éste
alcanza el tamafo suficiente para alojarse en el tracto urinario gracias al

crecimiento y agregacion de cristales e interacciones de éstos con la pared
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celular. La litogénesis renal puede obedecer también al déficit de inhibidores de
la cristalizacion (21). Estos son sustancias presentes normalmente en la orina
que actian adhiriéndose a los sitios activos de los cristales antagonizando
cualquiera de las etapas de la litogénesis. Citrato y magnesio corresponden a
los inhibidores mayormente demostrados. Finalmente, factores secundarios
(22).

1.2.3. Litogénesis

La formacidén de un calculo renal supone la generacion de un nucleo y que este
se retenga en la via urinaria para dar lugar a su crecimiento. En tal sentido se
plantean teorias que ponen el énfasis en factores anatomicos, junto con otras
que dan el peso patogénico fundamental a los aspectos fisico-quimicos.
Ninguna de las teorias es completa y los calculos son de origen multifactorial,
dependiendo de factores como edad, sexo, ocupacion, estado nutricional, dieta,
ingesta liquida, clima, infeccién y alteraciones metabdlicas o anatomicas
diversas que modifican el pH, composicion y volumen (2, 22, 23).

Las teorias anatomicas de la litogénesis propugnan que la orina es una
solucién sobresaturada para algunos de sus constituyentes cristalinos y que
aquellas situaciones que provoquen ectasia favoreceran la precipitacion y
retencion de estructuras cristalinas y su posterior crecimiento (24).

La litogénesis sigue una serie de pasos que consisten en saturacion urinaria,
posterior sobresaturacion, nucleacion cristalina, agregacion de los
monocristales, retencién en el urotelio y crecimiento posterior de ese nudcleo
retenido (25).

El desarrollo de cristaluria se explica mediante el concurso de la llamada teoria
fisico-quimica de la litogénesis. En tal sentido, se considera que la orina es una
solucién en la que, dependiendo de su concentracion, cada sal puede alcanzar
diversas situaciones en cuanto a su saturacion (26). Cuando la sal est4 en baja
concentracion, la orina esta infra saturada, existiendo una energia que tiende a
disolver la sal e impedir que se precipiten cristales de la misma. Si se aumenta
progresivamente la concentraciéon, se alcanza una frontera llamada "producto
de saturacion" que, una vez superada, puede dar lugar a la precipitacion de

cristales, aunque la presencia de componentes organicos macromoleculares
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urinarios puede impedir la precipitacibn que se produciria en una solucién
acuosa pura (27).

Una vez formado el nacleo del calculo se produciran las restantes fases de la
litogénesis: agregacion, fijacion y crecimiento (28). La agregacién de cristales
depende de interacciones electrostaticas, formacion de puentes de hidrégeno y
de la materia organica, que se va desplazando de la superficie de los cristales,
permitiendo la agregacion de los mismos, de tal modo que su contenido es
siempre menos de la mitad en el interior de un calculo respecto a su superficie.
La matriz o componente organico de los calculos esta constituida por proteinas
caracterizadas por un alto contenido en &cido glutdmico, acido aspartico y
presencia de acido y-carboxiglutdmico (28, 29).

1.3. Clasificacién de los célculos renales

1.3.1. Oxalatos célcicos

La weddellita es el oxalato calcico dihidratado y su nombre se debe a Weddell
que en 1936 lo describi6 como pequefias bipinunides tetragonales (30). Los
cristales de weddellita con la lupa binocular aparecen diafanos con angulos y
aristas caracteristicos de las bipirdmides tetragonales de escasa altura en
relacién con los lados de la base comin (31). En los cortes pueden aparecer
rombos de tamafios crecientes y en las laminas delgadas su aspecto es de
rombos en forma de punta de lanza que no son méas que pirdmides
cuadrangulares vistas en el perfil (32).

La Whewellitu es el oxalato calcico monohidratado y puede producirse por
transformacion del oxalato dihidratado, aunque se admite que estos calculos
(Whewellitu pueden ser formados inicialmente por cristales de monohidrato
(33). La tipica estructura de este célculo es la radiada de aspecto compacto y
macizo en la que hay una serie de cristales alargados, prismas monoclinicos
gue se adosan unos a otros (30, 34).

1.3.2. Fosfatos calcicos

La brushita es el fosfato calcico mas &cido. Sus cristales de tamafios variables
pero en general grandes adoptan la forma de abanico y son de color azul con
luz polarizada y pueden cambiar a tonos rojizos o malvas. Las apatitas
constituidas por diversos compuestos tienen en general un aspecto

microgranular o esferolitico algunos de estos esferolitos tienen forma de
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grdnulos erizados con espiculas radiantes (30). Los esferolitos son
agrupaciones de macrocristales dispuestos como los radios de una esfera y
que al sobresalir de la esférula forma un aspecto erizado como puas o espinas.
Estos calculos a veces muestran una estructura continua amorfa y sin
elementos individualizados. Ello se debe a la presencia de carbénico. Cuando
mas carbonatada es la apatita mas amorfa resulta su estructura (35).

1.3.3. Acido urico y uratos

Los cristales de acido drico tienen un color ambarino caracteristico y su
aspecto con lupa es el de una desordenada aglomeracion de cristales. En
algunos célculos de &cido urico los cristales estan tan préximos y densos que
aparentan la forma de una masa continua. Otros muestran zonas de cristales
con disposicion radial y también lineas curvas concéntricas que se entrecruzan
con los cristales longitudinales y radiales (36).

El urato amonico puede proceder de orinas infectadas (gérmenes ureoliticos: y
en lamina delgada con luz polarizada aparece con su color dorado amarillo en
forma de agujas desordenadas en pequefias agrupaciones y entre los cristales
de fosfato amdnico magnésico: sin embargo si la concentraciéon de urato es
elevada predomina en el célculo el urato amoénico que rodea los cristales de
estruvita que quedan incluidos en su interior (37). En orinas asépticas se forma
el urato amaénico esferolitico. El urato monosddico se distingue por sus cristales
finos y largos que adoptan una disposicion curvilinea. Muestran bandas
concéntricas mas oscuras y algunos calculos puros de urato monosodico
aparecen en forma de concreciones redondas de estructura radiada y la
imagen observada se parece a un sol radiante (38).

1.4. Tratamiento de la litiasis renal

El tratamiento de primera eleccién es el farmacolégico, siempre que la via
excretora se encuentre permeable. Dicho tratamiento tiene por objetos: 1)
Suprimir el dolor, 2) Eliminar el calculo, 3) Prevenir las recidivas. Hoy dia se
emplean métodos instrumentales poco invasivos, como la cirugia endoscopica
y litotricia extracorpérea, asociados a tratamientos farmacolégicos. Muchos
célculos se expulsan de manera espontanea, dependiendo de su tamafio y

localizacion (39, 40).
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1.4.1. Farmacos empleados en el tratamiento de la litiasis renal

v’ Tiazidas: Hidroclorotiazidas, Clortalidona — Diurético

v" Fosfatos: Fosfato Sédico — Inhibicion de la absorciéon de Calcio y
Magnesio.

v Alcalinizantes Urinarios: Bicarbonato Sédico, Citratos, Acetazolamida —
por aumento del pH urinario y blogueo de la reabsorcion de bicarbonato.

v Acidificantes Urinarios: Vitamina C — disminuye el pH urinario.

v Inhibidores de la Xantino Oxidasa: Alopurinol — impide la formacién de
acido urico.

v Piridoxina: Vitamina B6 — disminuye la produccion de oxalato

\

Anticistinuricos: D- Penicilamina — aumenta la solubilidad de la cistina.

v Inhibidores de la ureasa: Acido acetohidroxamico — evita los aumentos

del pH urinario.

Durante la fase aguda hay que aliviar el dolor, segun su intensidad, con
analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Ademas de su efecto
analgésico, reducen el edema en la obstruccién uretral, el flujo urinario y la
presion intraluminal. Los opiaceos no siempre estan indicados por que puede
producir espasmos locales (39).
Hay que forzar la diuresis mediante la ingestion de grandes cantidades de
liquidos o empleando diuréticos si es necesario, para conseguir la eliminaciéon
espontanea del calculo. Los diuréticos pueden producir deshidratacion e
hipotension, fatiga, impotencia, hipopotasemia, hiperuricemia e hiperglucemia.
Por lo tanto, se debe mantener bien hidratado al paciente, con dieta hiposaédica,
y administrar citrato potasico por via oral (30 — 40 mEg/ dia) (41).
Segun el tipo de calculo, se debe alcalinizar o acidificar la orina. Cuando los
célculos son de calcio, la orina se alcaliniza con bicarbonato o citrato sédicos,
teniendo en cuenta que la presencia de sodio potencia la eliminacién de calcio
por la orina pero puede aumentar la presion arterial y, a pH superior a 7 puede
favorecer la precipitacion de fosfato célcico en enfermos predispuestos (29).
En la profilaxis hay que prescribir medidas higiénico — dietéticas, dependiendo
de la etiologia de la litiasis, con objeto de corregir los factores litogénicos. La

alimentacion depende de la composicion de los célculos. Debe ser variada, con
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pocos lacteos, proteinas y sal; y hay que mantener una buena hidrataciéon. Se
recomienda un ejercicio moderado y no abusar de los laxantes.

En embarazadas se pueden presentar célicos renales, lo cual constituye una
urgencia médica que debe ser tratada con reposo en cama, hidratacion y
analgésicos y segun la evolucion clinica referenciar a un centro especializado.
Se debe recordar que las tiazidas pueden provocar en el feto hipoglucemia,
hiponatremia y trombocitopenia (42).

1.4.2. Fitoterapia de la litiasis renal

Los primeros medicamentos que el hombre pudo tomar fueron especimenes
del reino vegetal. En el caso de la litiasis renal se han descrito mas de 70
especies vegetales con actividad antilitidsica (43, 44), entre las que destacan
plantas con accién diurética y antiséptica, asi como aquellas que contengan
saponinas, las cuales actian disgregando las suspensiones de mucoproteina
y/o inhibiendo la cristalizacion del oxalato de calcio, de &cido Urico siempre y

cuando no existan calculos de gran tamafio formados (21, 39).

Tabla 1. Plantas medicinales recomendadas para el tratamiento de la litiasis
renal (45, 46).

Nombre cientifico Familia
Alhagi maurorum Fabaceae
Tribulus terrestres Zygophyllaceae
Nigella Sativa Caryophyllaceae
Althea aucheri Boiss Malvaceae
Lactuca sativa L Compositae
Prunus cerasus Rosaceae
Alhagi camelorum Papilionaceae
Mangifera indica Anacardiaceae
Prangos acaulis (DC.) Bornm Apiaceae
Urtica dioica L Urticaceae

12



REVISION BIBLIOGRAFICA

Fumaria officinalis Fumariaceae
Plantago psyllium Plantaginaceae
Medicago sativa Leguminosae
Apium graveolens Umbelliferae
Rheum ribes Polygonaceae
Arctium lappa Compositae
Pimpinella anisum Apiaceae
Gundelia tournefortii Asteraceae

1.5. Métodos in vivo para evaluar actividad antilitidsica

1.5.1. Urolitiasis inducida por etilenglicol en ratas

La toxicidad del etilenglicol se ha relacionado con el producto de degradacion
metabdlica del 4cido oxalico, que, cuando esta presente en una concentracion
suficiente, cristaliza como oxalato de calcio en el tejido corporal, cuando se
administra en agua potable a concentraciones del 25-10% produciendo los
célculos de oxalato en el tracto urinario de los animales. La formacion de
célculos por el etilenglicol es causada por la hiperoxaluria, que causa un
aumento de la retencién renal y la excrecion de oxalato. El aumento de calcio
en la orina es un factor que favorece la nucleacién y precipitacion de oxalato de
calcio o apatito (fosfato de calcio) de la orina y, posteriormente, el crecimiento
de cristales. En la urolitiasis, la tasa de filtracién glomerular disminuye por la
obstruccién de la salida de orina por célculos en los sistemas urinarios. Debido
a esto, los productos de desecho, particularmente las sustancias nitrogenadas
como la urea, la creatinina y el acido Urico se acumulan en la sangre (47-54).
Muchas veces el EG se asocia con cloruro de amonio al 2 % (p/v) para
promover la hiperoxaluria y la deposicién de CaOx en los rifiones (55).

1.5.2. Urolitiasis inducida por oxalato de sodio en ratas

La litiasis oxalocalcica se induce mediante una inyeccién intraperitoneal de
oxalato de sodio (NaOx). La pérdida de peso observada se debe a la anorexia
debida a la alteracion de los carbohidratos, las proteinas o el metabolismo de

las grasas, que se ve afectado por la inyeccion de oxalato de sodio. Sus
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efectos perjudiciales se consideran sales de CaOx que son insolubles en el pH
fisiolégico, inducieondo la nefrolitiasis. La intensidad de la necrosis, el tamafio
de las particulas de CaOx, su namero y su distribucién dentro de la médula
interna parecen depender del intervalo de tiempo posterior a la inyeccion de
NaOx (56, 57).

1.5.3. Litiasis aguda inducida por glioxilato

La litiasis por intoxicacion aguda de glioxilato eleva significativamente la
deposicion de componentes formadores de calculos: calcio, oxalato y fosforo
en el tejido renal. Ademas, se ha informado un aumento de cuatro veces en el
nivel de oxalato en la orina (58). El glicolato y el glioxilato son precursores
eficaces de oxalato en hepatocitos de rata aislados. El Gnico compuesto que ha
demostrado ser un precursor inmediato de oxalato en el hombre es el glioxilato
y tiene dos ventajas 1) La cantidad de material téxico absorbido puede
controlarse perfectamente 2) el agente utilizado es un precursor inmediato del
acido oxalico y permite el estudio de compuestos antilitidsicos verdaderos. Los
animales reciben glioxilato de sodio 120 mg/kg via intraperitoneal durante un
dia, administrado en dos dosis divididas por la mafiana y por la noche, para
inducir calculos de oxalato dentro de las 24 h (58).

1.5.4. Urolitiasis inducida por la implantacion de discos de zinc en ratas
Las ratas se anestesian y se realiza una incision para exponer la vejiga urinaria
de los animales. Posteriormente se hace un pequefio corte en la parte superior
de la vejiga y la orina se aspira asépticamente en un vial estéril para el examen
bacteriologico y la determinacion del pH. Los discos de cinc estériles y
previamente pesados se insertan en la vejiga, la incision se cierra con una
sutura Unica y se deja que las ratas se recuperaren durante una semana. La
implantacién de cuerpos extrafios de zinc en la vejiga urinaria induce el
crecimiento de calculos urinarios e hipertrofia de la musculatura lisa del 6rgano
(59-61).
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MATERIALES Y METODOS

CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas

de la Facultad Quimica-Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de

Las Villas (UCLV), en los meses comprendidos entre Septiembre 2018/Marzo

2019.

2.1. Materiales

Reactivos empleados:

Etilenglicol (Merck Mellipore)

Cloruro de Amonio (QuimiNet)

Agua destilada

Cistona (Himalaya. Herbal Healthcar)

Papel para pH

Urea (Reactivo 1: Urea/Ureas (3 frascos por 40 mL), Reactivo 2:
Urea/NADH (1 frasco por 32 mL), Reactivo 3: Urea 8.33 mmol™ Solucion
de referencia (1 frasco por 5 mL)).

Calcio (Reactivo 1: Arsenazo Ill 0.1803 mmol™ (4 frascos por 50 mL),
Reactivo 2: Calcio 2.5 mmol™ Solucién de referencia (1 frasco por 5 ml).
Creatinina (Reactivo 1: &cido picrico 14.62 mmol™ (2 frascos por 120
mL), Reactivo 2: Hidréxido de Sodio 1.25 mol.L™ (1 frasco por 60 mL),
Reactivo 3: Creatinina 177 mol.L™ Solucién de referencia (1 frasco por
12 mL)).

Acido drico (Reactivo 1: Solucién Buffer (2 frascos por 50 mL), Reactivo
2: Enzimas (2 frascos por 50 mL), Reactivo 3: Acido Grico 357 pmol.L*

Solucién de referencia (1 frasco por 5 mL)).

Cristaleria y utensilios

Bandejas de laboratorio
Beaker de 1000, 100 y 50 mL
Probeta de 250 cm®
Matraces de 50, 100, 250 mL
Desecadora

Pinzas

Tijera
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’Eq ui pos ‘ Comentario [P1]: Cambia el tamafio de

e Balanza analitica Sortorius, limite superior de pesada: 200 error = 0.1 mg.

e Estufa (Binder®).

e Centrifuga (Yingtai)

e Espectrofotometro (L6S).

¢ Molino de cuchillas (IKA WERKE MF 10).

e Microscopio (NOVEL).
2.2. Preparacién del material vegetal
2.2.1. Recoleccién, secado y obtencidén del sélido pulverulento a partir de
las hojas de Boldoa purpurascens Cav
El material vegetal empleado en el estudio se recolecté en areas cercanas a la
Universidad Central “Marta Abreu" de Las Villas, especificamente en la estacién
experimental “Las Antillas” en los meses de mayo a julio de 2018. Comprendi6
ejemplares que no se encontraban en estado de floracién y fructificacién y se
realiz6 en horas tempranas de la mafiana tomando partes aéreas de la planta,
procedente de un suelo carbonatado. La planta se identificé por el Dr. Idelfonso
Castafieda Noa y se compard con un ejemplar depositado en el herbario del
Jardin Botanico de la propia Universidad identificado con el nGmero 3012. Las
muestras en estudio se trasladaron hasta el laboratorio de Quimica- Analitica, del
Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central "Marta Abreu" de
las Villas donde se procedié a la seleccion de las hojas y eliminacion de las
materias extrafias.
El secado se realiz6 durante tres dias a una temperatura de 40°C y con aire
recirculado mediante calor artificial y utilizando una estufa Binder. La droga seca
se trituré en un molino de cuchillas hasta un tamafio de particulas de 2 mm (12).
2.2.2. Caracteristicas organolépticas
Se realizd una observacién sensorial del polvo obtenido, se definié su aspecto,

colory olor.
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2.3. Obtencién del extracto

Se pesaron 273 g del material vegetal seco y molinado (hojas) en una balanza
analitica y se sometieron a una extraccion continua en Soxhlet, empleando 600
mL de agua destilada. Luego el extracto se evaporé a sequedad.

2.4. Determinacidon del contenido de sélidos totales y rendimiento del
extracto acuoso

La determinacion del contenido de sélidos totales se realiz6 segun lo establecido
en la Norma Ramal de Salud Puablica (NRSP 312 ,1992): Extractos fluidos y
tinturas. Métodos de ensayo.

De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfirieron 5 mL a una
capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la capsula se colocé en
un bafio de agua y el extracto se evapord hasta que el residuo estuviese
aparentemente seco, posteriormente se paso a una estufa a una temperatura de
105 °C durante 3h. Se retird la capsula de la estufa, se colocé en una desecadora
hasta que alcanzé la temperatura ambiente y se pesd. Se repiti6 el proceso
anterior, pero empleando solamente 60 minutos de secado hasta que se obtuvo
una masa constante. El valor se determiné por la siguiente formula:

St= (Pt-P)/V donde:

P es la masa de la cdpsula vacia.

Pt es la masa de la cdpsula mas el residuo.

V es volumen de ensayo.

El ensayo se realiz6 por triplicado.

El valor del rendimiento del extracto se determiné por la siguiente formula:

Mf
% Rendimiento = (—) =100
Mi

Donde:
Mf: es la masa final del extracto seco.

Mi: es la masa inicial del material vegetal que se empled en la extraccion.
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2.5. Evaluacion in vivo de la actividad antilitiasica del extracto acuoso
obtenido

En el presente estudio el uso y manejo de los animales de experimentacion se
realiz6 de acuerdo al Manual de Procedimientos para el uso de animales de
laboratorio acorde a las normas de la OECD (62).

2.6. Método de identificacion de los animales

Los animales se identificaron individualmente mediante el método de marcaje en
diferentes zonas con una solucion de 4cido picrico. Las cajas se identificaron por
numeracién de grupos (I, I, lll, IV, V, VI), donde se especificaba el intervalo de
peso del grupo. Cercano al ensayo se identificaron por grupos de tratamiento.
2.6.1. Alojamiento

Los animales se alojaron en cajas de plastico con tapas de rejilla de aluminio a
razén de 6 animales por caja. Los cambios de frascos de agua, cajas y encamado
se realizaron tres veces por semana asi como la limpieza del cubiculo.

2.6.2. Alimentacién y agua de bebida

El alimento consistié en pienso peletizado esterilizado (certificado por el productor
(CENPALAB) (Anexo 1) y agua de bebida apta para el consumo humano.

2.7. Preparacién de las muestras de ensayo

2.7.1. Preparacion de las dosis a administrar

Se administraron dosis de 100, 200 y 400 mg/kg de peso vivo, utilizando como
vehiculo agua destilada. Para la preparacion de las muestras se utilizaron
volumétricos de 25 y 50 mL y las pesadas se realizaron en balanza analitica
Sartorius con una exactitud de 0,1 mg.

2.7.2. Preparacion de la cistona

Se pesaron 2.4303 g de cistona lo que equivale a 810 mg en una balanza
analitica, empleando 40,5 mL de agua destilada, luego hubo que esperar de 2 a 3
horas, posteriormente una centrifugaciéon a 1000 rpm utilizando el sobrenadante.
2.8. Induccién de urolitiasis con etilenglicol (EG) (0,75%) y cloruro de amonio
(CA) (2%)

Se utilizaron 36 ratas albinas machos de la linea Wistar con un intervalo de peso

inicial entre 140- 200 g. Se seleccionaron y fueron divididos en seis grupos de seis
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animales cada uno segun el peso. El periodo del tratamiento se realiz6 por diez
dias. Los animales se suministraron por el Centro Nacional de Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB) acompafiados del correspondiente
certificado de calidad genética e higiénico sanitaria.
Grupo I: Agua
Grupo II: EG + CA
Grupo lll: EG + CA + cistona
Grupo IV: EG + CA + cext (100 mg/Kg)
Grupo V: EG + CA + cext (200 mg/Kg)
Grupo VI: EG + CA + cext (400 mg/Kg)
2.8.1. Toma de muestras de sangre y orina
La toma de muestra de sangre y orina fueron tomadas por grupos de animales.
Las muestras de orinas se recolectaron durante 24 h a partir del dia diez de
comenzar el experimento y la muestra de sangre se tomé de la vena aorta
abdominal de cada animal antes del sacrificio.
2.9. Andlisis de las muestras de sangrey de orina
A los volumenes de orina colectados de cada grupo se les midié el pH, posterior a
una centrifugacion de 3000 rpm por 10 minutos. Luego de centrifugadas se tomo
una muestra por grupo y se examind en un microscopio (IKA WERKE MF 10) para
asegurar la presencia de cristales de oxalato seguido de un analisis bioquimico.
Los cristales formados fueron verificados por diferentes andlisis con marcadores
bioquimicos como el acido Urico, calcio, creatinina y urea.
El flujo de orina se calculé dividiendo el volumen de orina colectado en 24 horas
por 1,440, lo que corresponde al nimero de minutos en 24 horas (60 min x 24h =
1,440): flujo de orina (mL / min) = valor del volumen de orina (24h) / 1,440. El
aclaramiento de creatinina se calculé mediante la ecuacion de Cockcroft-Gault
(63).
2.9.1. Acido urico
2.9.1.1. Criterios del desempefio y limitaciones del método

e Linealidad: El método es lineal en un intervalo de concentraciones de

Uratos de 29,75 a 1487,5 umol.L™.

19



MATERIALES Y METODOS

e Limite de deteccién: 1,79 pmol.L™.
e Limite de cuantificacién 29,75 ymol.L™
e Interferencias: Se observaron interferencias con los analitos evaluados a
partir de las concentraciones indicadas. Present6 una tendencia negativa
con é&cido ascérbico desde 100 pmol.L™ y una tendencia positiva con
hemoglobina desde 1,3 g.L™ (64).
2.9.1.2. Preparacion del reactivo de trabajo y estabilidad del mismo
e Reactivo de trabajo (RT): se mezclaron voliumenes iguales de R1 (solucion
buffer) y de R2 (Enzimas).
o Estabilidad del reactivo de trabajo: una semana conservado de 2 a 8 °C.
2.9.1.3. Trazabilidad de los materiales de referencias utilizados
Se asigno6 el valor al Acido arico 357 pmol.L™. Solucién de referencia, utilizando un
calibrador de una firma comercial reconocida, Spintrol H CAL suero humano No.
Cat. 1002011, Spintrol CAL suero bovino No. Cat. 1002010 (firma SPINREACT),
TruCal U No. Cat. 591009910063 (Firma DiaSys), Cfas No. Cat. 10759350(Firma
Roche), o una solucién de referencia de Acido Grico 6 mg.dL™ No. Cat.
1002300(Firma SPINREACT), No. Cat. 1030030 (Firma DiaSys).

Tabla 2. Técnica de andlisis para la determinacion de &cido Urico

Ensayo blanco Ensayo muestra Ensayo referencia
Reactivo de trabajo 1mL 1mL 1mL
Muestra - 20 uL -
Solucion referencia - - 20 uL

Célculo de la concentracion de acido Urico(65):
__ Am=Cr

Cm = T W

donde:

Cm: concentracion de la muestra (umol.L™)

Am: absorbancia de la muestra
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Cr: concentracion de la referencia (umol.L™)
Ar: absorbancia de la referencia
2.9.2. Calcio
2.9.2.1. Criterios del desempefio y limitaciones del método
e Linealidad: El método fue lineal en un intervalo de concentraciones calcio
de 0,225 a 4,0 mmol.L™*
e Limite de detecci6n: 0,125 mmol.L™
e Limite de cuantificacion 0,225 mmol.L™
¢ Interferencias: No se observd ninguna interferencia con el acido ascoérbico
hasta 0,3 g.L™, Triglicéridos 5 g.L™, Proteinas hasta 2,0 g.L™*, Hemoglobina
4 g.L, Fosfatos hasta 0,2 g.L™ y Magnesio hasta 15 mg.dL™.
2.9.2.2. Preparacion del reactivo de trabajo y estabilidad del mismo
Los componentes del juego fueron estables hasta la fecha de caducidad indicada
en la etigueta. Se mantuvieron los frascos bien cerrados de 2 a 8°C para evitar su
contaminacion.
No se utilizaron reactivos fuera de la fecha indicada.
Los reactivos una vez abiertos fueron estables durante 4 semanas, conservados
de 2 a 8°C.
2.9.2.3. Trazabilidad de los materiales de referencias utilizados
Se asigné el valor de concentracién de calcio 2,5 mmol.L™. Solucién de referencia,
utilizando un calibrador o soluciéon estandar de calcio de firma comercial
reconocida: Calcio 10 mg.dL™ No.Cat 1002340 (Spinreact), Estandar de Calcio 10
mg.dL™ No. Cat. 111009910030 (DiaSys), TruCal U No. Cat. 591009910063
(DiaSys), Cfas No. Cat. 10759350 (Roche), Spintrol H Cal suero humano No. Cat.
1002011 (Spinreact).

Tabla 3. Técnica de andlisis para la determinacion de calcio

Ensayo blanco

Ensayo muestra

Ensayo referencia

Reactivo 1

2mL

2 mL

2 mL

Muestra

20 uL
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Solucion - - 20 uL

referencia

Calculo de la concentracion de calcio:

Am=Cr
Om = ———
Ar
2
donde:

Cm: concentracién de la muestra (mmol.L™)

Am: absorbancia de la muestra

Cr: concentracion de la referencia (mmol.L™)

Ar: absorbancia de la referencia

Intervalo de referencia:

De 2,02 a 2,60 mmol.L™

2.9.3. Creatinina

2.9.3.1. Criterios del desempefio y limitaciones del método

e Linealidad: EI método fue lineal en un intervalo de concentracion de
creatinina de 44,25 a 530 pmol.L* para ambos métodos punto final y
cinético.

e Limite de deteccién: Método punto final: 15,36 pymol.L™, método cinético:
4,361 pmol.L™.

e Limite de cuantificacién: Método punto final: 22 pmol.L™, método cinético:
32 pmol.L™.

e Interferencias: No presentd interferencias con los siguientes productos
hasta las concentraciones indicadas: Bilirrubina hasta 85 upmol.L™,
Hemoglobina 4 g.L™?, Piruvato 0,727 mmol.L™ y Glucosa mmol.L™.

2.9.3.2. Preparacion del reactivo de trabajo y estabilidad del mismo

Técnica cinética

Reactivo de trabajo: se mezclé un volumen del reactivo 2 con 9 volimenes del
reactivo 1.

Reactivo 3: Se encontraba listo para usar.
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Técnica punto final.

Reactivo de trabajo: se mezcldé un volumen del reactivo 2 con 4 volimenes del
reactivo 1.

Reactivo 3: se tomaron 10 volimenes del reactivo y diluyé hasta 100 volimenes
con agua purificada en frasco volumétrico.

Los reactivos una vez abiertos fueron estables durante 6 meses, conservados de 2
a 8 °C. El reactivo de trabajo fue preparado en el momento de ser utilizado. Se
desechd el resto al finalizar la jornada laboral.

2.9.3.3. Trazabilidad de los materiales de referencias utilizados

Se asignd el valor de concentracién de Creatinina 177 pmol.L™*.Solucién de
referencia, utilizando un calibrador de una firma comercial reconocida: ELICAL 2
(Firma SEPPIM No. Cat. CALI-1550), calibrador para sistemas automatizados
Cfas (Firma Roche No. Cat. 759350), Trucal U (Firma DiaSys No. Cat.
591009910063) o Estandar de Creatinina 2 mg.dL™ (Firma SPINREACT No. Cat.
1002330).

Tabla 4. Técnica de analisis para la determinacion de creatinina

Ensayo blanco Ensayo muestra Ensayo referencia
Reactivo de trabajo 1mL 1mL 1mL
Agua purificada 100 uL - -
Muestra - 100 uL -
Solucién referencia - - 100 uL

Calculo de la concentracion de creatinina:
(AZ—Al)muestra
® Cr

(AZ2—Al)referencia

Om =

3

donde:

Cm: concentracién de la muestra (umol.L™)
Cr: concentracion de la referencia (umol.L™)

A2-Al: diferencia entre las lecturas de absorbancia para la muestra o la referencia.
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2.9.4. Urea

2.9.4.1. Criterios del desempefio y limitaciones del método

Linealidad: El reactivo fue lineal en un rango de concentracién de Urea de
1,7 a 50 ymol.L™?

Limite de deteccién: 0,315 pmol.L™

Limite de cuantificacion: 1,665 umol.L™

Densidad Optica del blanco reactivo a 340 nm: De 1,700 a 1,900 a tiempo
cero

Interferencia: Los analitos citados no interfirieron significativamente en los
resultados de la determinacion de urea hasta los siguientes valores de
concentracién: Acido ascérbico 1,13 mmol.L™, Triglicéridos 11 mmol.L™,
Bilirrubina 1026 mmol.L™, Hemoglobina 5 g.L™*, Glucosa 27,75 mmol.L™y
Metildopa 0,21 mmol.L™,

2.9.4.2. Preparacion del reactivo de trabajo y estabilidad del mismo

Reactivo de trabajo: Se mezclaron cuatro volimenes del reactivo 1 con un

volumen del reactivo 2.

Estabilidad: 15 dias de 2 a 8 °C preparado en frascos con la misma calidad que

presentan los reactivos 1y 2.

2.9.4.3. Trazabilidad de los materiales de referencias utilizados

Se asignd el valor a la solucién de referencia de Urea 8,33 mmol.L™ utilizando
multicalibradores: ELICAL 2 (firma SEPPIM, No.Cat. CALI 1550), calibrador para
sistema automatizado (Cfas, Firma Roche No. Cat. 759350) y TruCal U (Firma
DiaSys No. Cat. 591009910063).

Tabla 5. Técnica de andlisis para la determinacion de urea

Ensayo blanco

Ensayo muestra

Ensayo referencia

Reactivo de trabajo 1mL 1mL 1mL
Agua purificada 10 uL - -
Muestra - 10 uL -
Estandar - - 10 uL
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Las lecturas fueron efectuadas a 340 nm a la temperatura de 37 °C. Se realiz6 una
primera lectura (t1) a los 30 segundos y una segunda lectura (tz) a los 90 segundos
contra agua purificada a la misma longitud de ondas.
Calculo de la concentracion de Urea:

t2—tlmuestra

conec = — % 8,33 mmol.L™?
t2—tl referencia

4

Intervalo de referencia: De 1,8 a 6,1 mmol.L™.

2.10. Analisis anatomopatolégico

Los riflones se fijaron en formol al 10% y luego se procesaron para su posterior
inclusiébn en parafina. Se hicieron cortes finos de 3 micras empleando un
micrétomo vertical rotatorio. Las observaciones se realizaron en un microscopio
con una magnificacién de (X4 y X10). La tincion utilizada fue la de hematoxina y
eosina para su analisis definitivo.

2.11. Analisis estadistico

En los analisis se utiliz6 el paquete de programas estadisticos SPSS version 22
(2013). Primeramente se realiz6 un analisis descriptivo de los datos para conocer
su naturaleza y las principales tendencias, para ello se calcularon las principales
medidas de tendencia central y de dispersion de los grupos de dosis en los
diferentes momentos analizados. La comparacién entre los grupos se realizd
mediante la aplicacion de técnicas no paramétricas: el test de Kruskal Wallis para
el analisis de varianza de los diferentes grupos, el test de Mann-Whitney para

conocer las diferencias entre los grupos.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Preparacion del material vegetal

3.1.1. Recoleccidn

El material vegetal se colectd en buen estado vegetativo y libre de materiales extrafas,
asegurando las condiciones o6ptimas para la regeneracion de la planta, segun lo
establecido en el manual de Buenas Practicas Agricolas y de Recoleccion (BPAR) e
identificAndose a través de herramientas taxondmicas, como Boldoa purpurascens Cav. La
identificacion se realiz6 mediante observacién directa de la planta, comparandolas con
descripciones informadas en la literatura (66). Adicionalmente, se compard con la muestra
depositada en el herbario con el nimero 3012, correspondiendo en su totalidad con las
caracteristicas botanicas para la citada especie.

3.1.2. Seleccién

En el laboratorio de Quimica- Analitica, del Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la
Universidad Central "Marta Abreu" de las Villas se seleccionaron las hojas, ya que es el
organo de la especie que se sometié a las diferentes evaluaciones y se procedié a la
eliminacién de las materias extrafias.

3.1.3. Secado

El proceso de secado se realiz6 con el empleo de la estufa a 40°C y con aire recirculado
con el objetivo de mantener una temperatura estable, una correcta ventilacion y evitar que
los factores ambientales afectaran la calidad de la droga; ademas, porque este método
reduce considerablemente el tiempo de secado. Boldoa purpurascens Cav. cuenta con un
estudio de secado bajo estas condiciones siendo este el método de secado mas
apropiado.

Este proceso posee gran importancia pues reduce sustancialmente el volumen y la masa
de la droga vegetal lo que permite el almacenamiento durante diferentes periodos de
tiempo para asi disponer de ella en cualquier época del afio. También mejora su
estabilidad quimica, fisica y microbiolégica. Esta operacion resultd ventajosa pues
adicionalmente a que se fijan los constituyentes, se facilitan los procesos de trituracién
necesarios para obtener una forma mas conveniente para su comercializacién y
almacenamiento.
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El material vegetal una vez secado conservd las caracteristicas establecidas para la
droga.

3.1.4. Molinado

El material vegetal una vez secado segun describi6 Martinez (1997), se molind
observandose que la materia prima conservo las caracteristicas macromorfoldgicas
establecidas para la droga. Se comprob6 que no existieran variaciones en cuanto a color y
olor del material vegetal, asi como la ausencia de contaminaciones ocasionadas por
materias extrafias, insectos 0 microorganismos.

Se almacend en bolsas de polietiieno en una desecadora protegida de la luz y la
humedad, hasta el momento de su utilizacion.

3.2. Obtencién del extracto acuoso

Se decidi6 obtener el extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens Cav. ya que el
uso tradicional de la planta para esta afeccion es en forma de decoccion (66).

El material vegetal se extrajo en un equipo Soxhlet durante 20 h hasta garantizar el
agotamiento total de la droga para lograr la mayor concentracion de los metabolitos
extraible en agua, es conocido que las saponinas y flavonoides, metabolitos mayoritarios
dentro de la especie, son sustancias polares y es posible extraerlas en caliente o en frio
con agua o alcoholes de bajo peso molecular (67). Ademas, estos fitoconstituyentes son
de suma importancia para inhibir la formacién del célculo urinario.

Se sometieron a extraccion 273 gramos del material vegetal seco y se obtuvieron 38,69
gramos de extracto acuoso seco.

3.3. Determinacion del contenido de soélidos totales y rendimiento del extracto
acuoso

Se procedio a la determinacién de los sélidos totales contenidos en el extracto acuoso de
Boldoa purpurascens. Este pardmetro nos permite tener elementos sobre la cantidad de
metabolitos que el disolvente empleado es capaz de extraer del material vegetal, el
conocimiento de este indice se hace necesario para establecer las dosis a emplear
cuando se realizan estudios bioldgicos a partir de extractos de plantas medicinales, en

este caso se obtuvo un valor equivalente a 58,3 mg/mL.
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El rendimiento del extracto fue de 14,17%. Se debe considerar que dicho extracto no esta
estandarizado y que el valor obtenido puede estar influido por factores climatolégicos que
afectaron el desarrollo de la planta.

3.3. Caracteristicas organolépticas

El solido pulverulento presentd un color verde olivo ligeramente oscuro, con olor

caracteristico y penetrante, sabor amargo y sus particulas mostraron apariencia irregular.

Figura 2. Caracteristicas organolépticas del solido pulverulento obtenido a partir de las

hojas Boldoa purpurascens Cav.

3.4. Evaluacion in vivo de la actividad antiurolitidsica del extracto acuoso de las
hojas de Boldoa purpurascens

Se empled el método de hiperoxaluria inducida por EG y CA por ser un método poco
invasivo, y en el cual se pueden evaluar distintos parametros como: la funcion renal (pH,
densidad urinaria, determinacion de creatinina, urea y acido Urico), acido oxalico en orina,
alteracion de la morfologia del tejido renal asi como la presencia-ausencia de céalculos
renales (mediante técnicas histolégicas).

3.4.1. Pardmetros evaluados en orina

El etilenglicol (EG) es un precursor metabdlico del oxalato, por lo que su administracion a
animales de experimentacién resulta en hiperoxaluria y cristaluria al inducir efectos
modificantes en la orina como sobresaturacion, inactivacion de los inhibidores naturales de
célculos y disminucion del pH que favorecen el depdsito de cristales de oxalato célcico

monohidrato en células tubulares renales.
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La administracion de cloruro de amonio (CA), sustancia que promueve la acidosis
metabdlica, se ha empleado con frecuencia junto al EG para inducir una alta tasa de
depdsitos uniformes de cristales de oxalato de calcio en modelos experimentales. La
urolitiasis consiste en el depésito de cristales de diferentes compuestos, en el 80% de los
casos es oxalato de calcio cuya formacion depende de la hiperoxaluria y alteraciones del
pH urinario (68).

Se conoce que, si el pH es alcalino reduce la cristalizacion del oxalato de calcio ya que el
fosfato y el citrato se disocian incrementando la complejacion del calcio evitando que se
una al oxalato; sin embargo, a pH mayor de 6 se favorece la formacion de céalculos de
fosfato de calcio (69).

El pH de la orina en el grupo | tuvo valores entre 6 y 7. Al inducir los célculos de CaOy, el
pH para el grupo Il resulté ser de 5, los grupos llI, IV, V y VI mostraron un incremento de
este parametro alcanzando valores entre 7 y 8, lo cual indica la presencia de las sales de
calcio en este fluido biolégico que se estan eliminando por la accion de la cistona y del
extracto de B. purpurascens administrados, no asi para el grupo Il que no recibio
tratamiento con dicho extracto.

Los grupos experimentales evidenciaron una menor densidad urinaria en comparacién con
el grupo control Il. El elevado valor para el pH urinario en el grupo de mayor dosis con
respecto al grupo control Il se corresponde con otros trabajos realizados (70, 71).

El analisis de microscopia de orina revel6 que la cantidad y el tamafio de los cristales de
oxalato de calcio es mayor en la orina de los animales del grupo litidsico (Grupo II) (Figura
3B), en comparacion con el grupo de control (Figura 3A).

Por otro lado los grupos tratados con extracto acuoso mostraron una reduccion
significativa en la cantidad y el tamafio de los cristales de oxalato de calcio en
comparacion con el grupo Il (D, E y F), al igual que el grupo Il tratado con cistona (Figura
30).
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D E F

Figura 3: Fotografias de microscopia de orina del grupo tratado con extracto acuoso. (A)
grupo normal (control, no tratado); (B) grupo de control litidsico (no tratado); (C) grupo
tratado con cistona; (D) grupo tratado con extracto acuoso (100 mg/Kg); (E) grupo tratado

con extracto acuoso (200 mg/Kg); (F) grupo tratado con extracto acuoso (400 mg/Kg)

La toxicidad del etilenglicol se ha relacionado con el producto de degradacion metabdlica
del acido oxalico, que, cuando estd presente en una concentracion suficiente, cristaliza
como oxalato de calcio en el tejido corporal y cuando se administra en agua potable a
concentraciones del 25-10 % produce el oxalato en piedra. La formacion de calculos por el
etilenglicol es causada por la hiperoxaluria, que causa un aumento de la retencién renal y
la excrecion de oxalato. El aumento de la excrecién urinaria de fosfato junto con el estrés
por oxalato parece proporcionar un entorno adecuado para la formacién de calculos
formando cristales de fosfato de calcio, que inducen la deposiciéon de oxalato de calcio de
forma epitaxial. La desposicion renal de oxalato de calcio provocada por el EG y el CA en
ratas es usada frecuentemente para mimetizar la formacién de calculos urinarios en

humanos. El CA, por su parte, acelera el proceso de litogénesis (72).
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La administracién de EG + CA en agua por 10 dias provoco un incremento significativo en
la deposicién de los niveles de calcio y oxalato en los rifiones, observado en todos los
grupos, excepto para el grupo |.

Se observé una leve degeneracion de las células y la formacion de quistes. La
hiperabsorcién de calcio se debe a una reabsorcion tubular renal defectuosa.

En la urolitiasis, la tasa de filtraciéon glomerular (GFR) disminuyé debido a la obstruccién
de la salida de orina por célculos en los sistemas urinarios, debido a esto, los productos de
desecho, particularmente las sustancias nitrogenadas como la urea, la creatinina y el acido
Urico se acumulan en la sangre (73, 74).

Las alteraciones enzimaticas son factores causantes de la hiperoxaluria idiopética, que
causa un aumento de retencion renal y excrecion de oxalato. En este estudio, la
suplementacion con extracto acuoso de B. purpurascens, disminuyé el riesgo de formacion
de célculos con disminucién de los niveles de calcio. El extracto evaluado a las diferentes
dosis aceler6 el proceso de disolucion de los calculos preformados en régimen curativo y
la prevencién de la formacion de nuevos célculos en la orina, lo que puede deberse al
efecto diurético que posee la planta y una posible una actividad antioxidante (75) por la
presencia de metabolitos mayoritarios en la especie como los flavonoides y saponinas. En
este sentido es importante sefialar que las saponinas poseen propiedades antilitiasicas y
son conocidas por desintegrar mucoproteinas que son componentes cruciales de la matriz
del calculo. Los flavonoides también poseen potencia de disolucién del cristal de oxalato
de calcio (CaOx) (76, 77).

La tasa de formacidon de especies de oxigeno parcialmente reducidas aumenta en la
urolitiasis y/o las defensas antioxidantes de las células se debilitan, lo que finalmente
conduce a una lesién celular oxidativa; los flavonoides ademéas exhiben actividad
antioxidante evitando que las células causen lesiones favoreciendo la actividad antilitiasica
(78).

El aumento de calcio en la orina es un factor que favorece la nucleacién y precipitacion de
oxalato de calcio o apatito (fosfato de calcio) de la orina y posteriormente, el crecimiento
de cristales. Ademas, la hipercalciuria disminuye la actividad inhibitoria contra la

cristalizacioén de la orina, al unirse a inhibidores naturales e inactivarlos.

31



RESULTADOS Y DISCUSION

Por su parte, el acido drico interfiere con la solubilidad del oxalato de calcio y se une y
reduce la actividad inhibitoria de los glicosaminoglicanos. El predominio de los cristales de
acido urico en los calculos de oxalato de calcio y la observacion de que las proteinas de
union al &cido Urico son capaces de unirse al oxalato de calcio y modular su cristalizacion
también sugiere su papel principal en la formacién de calculos.

Un significativo incremento en la excrecion de calcio, acido Urico y urea se observo en el
grupo Il, al compararlo con el control negativo (Tabla 6). En los grupos Il y VI hubo un
discreto incremento, obteniéndose los valores mas bajos para el grupo VI, lo cual sugiere
que a esta dosis el extracto actla inhibiendo la formacion del célculo o disolviendo los
cristales formados. El test de Kruskal Wallis revel6 que existen diferencias significativas
entre los grupos de las dosis administradas y los controles (Sig. p<0,05) y que el efecto

observado fue dependiente de la dosis.

Tabla 6. Comparacién de los parametros bioquimicos en la orina al concluir el

experimento mediante el test de Mann Whitney

Grupos Acido drico Urea Calcio
(umolL™) (mmolL™) (mmolL™)
Agua destilada (I) 18,0045,00 7,50+6,54 0,12+0,27
EG + CA (Il) 37,20+7,95*** | 17,10+1,05** 3,64£3,70 ***
EG + CA + cistona (lll) 19,00+7,35 10,22+3,49 1,00+0,37*
EG + CA + cext (100 mg/Kg) 32,60+11,06** | 15,94+0,05* 2,72+0,80**
(V)
EG + CA + cext (200 mg/Kg) (V) | 28,00+22,09* 11,40+3,29 2,28+0,43**
EG + CA + cext (400 mg/Kg) 22,20+5,81* 9,84+2,17 2,20£0,36**
(V)

Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0,05 (Analisis Vertical)

El volumen de orina también jug6 un papel importante en la formacién de cristales de
CaOx, observandose una disminucién en la produccion de orina excretada en 24 horas asi
como en el flujo urinario, particularmente en el grupo Il (control litidsico) e indicando una

obstruccion (Figura 4).
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Figura 4. Flujo urinario y velocidad de excrecion

Para los grupos tratados con el extracto acuoso de Boldoa purpurascens a todas las dosis,
asi como para los animales tratados con cistona, se observé un incremento en el volumen
de orina excretado y en el flujo urinario, siendo mayor para el extracto a dosis de 400
mg/Kg. Esto puede estar relacionado con la potente accion diurética descrita para la
especie. El aumento del volumen de orina disminuye la saturacién del oxalato y previene
la precipitacion del CaOx a pH fisioldgico. La diurésis también ayuda al sistema renal y a la
expulsién mecanica de la piedra (79).

3.4.2. Resultados de parametros bioquimicos en suero

En la urolitiasis, el dafio tubular producido por los derivados del EG, principalmente el
oxalato, conlleva a una disminucién de la reabsorcién y secrecién tubular fisiolégica, en el
caso del primero, incrementa la sobresaturacion del medio, con mayor formacion de
célculos que obstruyen las vias urinarias; por su parte, la disminucion de la secrecion
tubular de sustancias incrementa sus concentraciones séricas también. Ambos efectos,
globalmente, llevan a un incremento de metabolitos en sangre, la filtracion glomerular
disminuye debido a los calculos que se forman en el sistema urinario que obstruye el flujo
y excrecion normal de orina (80).

Segun lo informado por Boehm y col. (2007), para las ratas Wistar machos, los valores de

referencia para estos parametros bioquimicos en suero son: acido Urico entre 0,20-0,91
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mg/dL (12-54 pmolL™); creatinina entre 0,35-0,54 mg/dL (31,0-48,0 pmolL™) y urea entre
24,02 —55,86 mg/dL (4,0-9,30 mmolL™) (81).

Teniendo en cuenta estos valores de referencia, en las ratas de control litidsico (Grupo II),
el dafio renal marcado se evidenci6 por la elevacion de los niveles de creatinina, acido
urico y urea en suero (Tabla 7). Los niveles de acido Urico sérico en los grupos
experimentales también se encontraron disminuidos respecto al grupo control Il. Estos
valores elevados en los animales de control litiasico (grupo IlI) pueden deberse a la

obstruccion del flujo de salida de la orina por calculos en el sistema urinario.

Tabla 7. Comparacién de los parametros bioquimicos en suero al concluir el experimento

mediante el test de Mann Witney

Grupos Acido Grico Urea Creatinina
(umolL™) (mmolL™) (umolL™)
Agua destilada (I, control 142,17+22,08 5,53+4,01 37,33+£7,69
negativo)
EG + CA (Il, control litidsico) 299,80+85,40*** 8,84+1,54* 84,33+5,82%**
EG + CA + cistona (lll, control 178,00+24,17 7,50+2,00 51,60+14,38*
positivo)
EG + CA + ext (100 mg/KQ) 217,83+18,70** 7,63+2,23 79,50£26,45%**
EG + CA + ext (200 mg/KQ) 204,75+51,42** 7,57+1,92 73,40+18,28**
EG + CA + ext (400 mg/KQ) 161,20+46,64 6,57+3,43 38,17+£7,71

Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0,05 (Analisis Vertical)

La administracion de EG + CA en el agua de beber en el grupo Il y el resto de los grupos,
incrementaron los niveles de &cido Urico, urea y creatinina al compararlos con el grupo |
(control negativo). Para el caso del grupo que recibié cistona, el aumento fue
significativamente inferior al igual que en los grupos tratados con el extracto a las
diferentes dosis, obteniéndose el mejor resultado a 400 mg/Kg, superior incluso que en el
grupo control positivo y con un valor muy similar el grupo control negativo.

Ademas, el deterioro de las funciones renales de las ratas no tratadas es evidente también
a partir de los valores disminuidos en el aclaramiento de creatinina, otro de los marcadores

de dafio glomerular y tubular (Figura 5).

34



RESULTADOS Y DISCUSION

Aclaramiento de creatinina (mL/min)

0,8
0,6
0,
« M ™
]
| 1] 1 v v Vi

Grupos

S

Figura 5. Aclaramiento de creatinina

La disfuncién renal disminuye la capacidad de depurar la creatinina, por lo que el nivel de
creatinina aumenta en la sangre. La normalizaciéon de este parametro en los animales
tratados con el extracto acuoso de Boldoa, en comparacion con animales hiperoxallricos
muestra que la especie protege el deterioro de la funcién renal al minimizar el dafio tubular

y la deposicion de cristales.

Resultados similares se obtuvieron para otras especies de la familia Nictaginaceae. Pareta y
col. (2010) evaluaron la actividad antiurolitiasica del extracto acuoso de hojas de Boerhaavia
diffusa Linn. Este estudio demostré que, a dosis de 100 y 200 mg/kg, el extracto redujo las
deposiciones de cristales de oxalato en los rifiones de las ratas tratadas mostrando un efecto
dosis-dependiente y después de una semana de induccién de la urolitiasis. En este caso,
Boerhaavia diffusa causa diurésis y acelera el proceso de disolucion de los cristales
preformados, ayuda a eliminar el célculo y a mejorar la funcién renal. Finalmente, los
resultados de este estudio indicaron que Boerhaavia diffusa Linn. posee actividad
antiurolitidsica, mediada probablemente por su efecto diurético e hipooxaldrico (82).

3.4.4. Evaluacion histopatologica de los rifiones de los diferentes grupos

El estudio histopatologico de los rifiones de las ratas en el grupo | (sin tratamiento)

presentaron un aspecto normal con glomérulos normales, tdbulos contorneados
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proximales y distales sin cambios inflamatorios, vasos sanguineos normales y sin

Figura 6. Histopatologia del rifién. (A) grupo normal (no tratado I) (B) grupo de control
litiasico (no tratado Il) (C) grupo tratado con cistona Ill; (D) grupo tratado con extracto
acuoso (100 mg/Kg 1V);(E) grupo tratado con extracto acuoso (200 mg/Kg V); (F) grupo

tratado con extracto acuoso (400 mg/Kg VI)

En el grupo control (l1) litidsico, hubo presencia de calcio puntiagudo, pequefio y delgado,
cristales de oxalato en la luz del tabulo contorneado proximal (Figura 6B). Los tdbulos
estaban muy dilatados (Figura 6B). Los cristales causaron la dilatacion de los tibulos
proximales junto con Inflamacion intersticial.

Los animales tratados con cistona al igual que los tratados con extracto acuoso a todas las
dosis muestran una normalidad en las células epiteliales tubulares y glomérulos, con
presencia de pocos cristales, asi como la aparicion de edema leve y dilatacion en los tubulos
(Figura 6D, Ey F).

Para el presente estudio, los resultados obtenidos indican la presencia de uno o mas
componentes inhibidores de la agregacion de cristales de oxalato de calcio en la planta
que interfieren con el crecimiento y la agregacién de los mismos. Esto probablemente sea
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un indicador de una posible estrategia terapéutica para la prevencion de la enfermedad
recurrente de urolitiasis.

Se ha informado que el extracto de Boldoa purpurascens posee actividades
antiinflamatorias (4, 12) y antimicrobianas (83), lo que puede complementar su efecto
beneficioso ya que la infeccion y la inflamacion estan asociadas con el proceso de la
urolitiasis.

En el caso de la litiasis renal, la existencia de terapias alternativas como la fitoterapia
presenta la ventaja de complementar y sustentar un tratamiento por un largo periodo de
tiempo, necesario para mitigar la presencia de urolitos, sobre todo en personas de estratos
sociales bajos en las que la patologia se agrava por no tratarse en forma y tiempo
adecuados (84).

El uso de plantas medicinales es un aspecto cultural y social que constituye una opcion
viable para la poblacion que no puede pagar una terapia costosa; sin embargo muchas
veces se atribuyen propiedades antilitiasicas a una determinada infusidon vegetal sin
especificar a qué tipo de calculo va dirigido, si se considera que la etiologia de los calculos
mayoritarios es claramente diferente entre urolitos de distinta composicion e incluso dentro
de un mismo tipo, debe admitirse que es dificil entender que una sola planta pueda
corregir factores etioldgicos tan heterogéneos. No obstante se acepta que cierta accion
diurética y desinfectante puede ser beneficiosa, ya que al aumentar la cantidad de orina
excretada, por simple accién mecanica, puede favorecer la eliminacion de arenillas o
fragmentos de calculos y, por otra parte, la accién antiséptica protege al urotelio de
ataques bacterianos que actuarian facilitando el anclaje de ndcleos cristalinos o micro
célculos en ellos. Por ello, es importante evaluar los principios activos de dichas plantas
con el fin de comprender, demostrar y avalar el potencial farmacol6gico de éstos para

sustentar su uso popular.
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CONCLUSIONES

Conclusiones

1. Los hallazgos de este estudio demostraron que el extracto acuoso de las hojas de
Boldoa purpurascens poseen actividad antiurolitidsica por inhibicién o disolucién del
calcio inducido por el etilenglicol en ratas.

2. La evaluacion histopatologica permitié valorar los dafios renales provocados por la
induccion de los célculos con etilenglicol, observandose la presencia de atrofia
glomerular y la deposicién de cristales y el logro de la normalidad de las células

epiteliales tubulares y glomérulos a administrar el extracto acuoso de la planta.
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Recomendaciones
+ Realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de las hojas de la planta, por su

relacién con la actividad antilitiasica.
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Anexos

Anexo 1: Certificado por el productor (CENPALAB)

Direccion de ramiento ce fa Calidad
Fulke ]_t’,l Grupo de Aseguramiento de la Calidad
l—'-AU{IIl 1CADO DE CALIDAD DE ROEDORES SPF. Salud y Zoote

Banco Genetico Colonia Expansion | Colonia Produccion | Linea | Lote | Tota

- = [ M,I CenpWI = HZRp032/T S

Total | Peso | Edad | _Gentro de desting [Fecha Expedicion Hora |

(45 (e | G20 CvF Lot Lam

Dictamen Zootécnico
Los ammales enel mnmen(o de la expedicion se encuentran clinicamente sanos. sus curacten:l«.as me

folo

culonia con ambiente controlado y mantenidos en un sisterna de produccion intenst o aprobados para
alimentacion se re: con alimentos concentrados formula ALYco” EMO 1002 esterilizable @ razon de 2

Tesultados (¢ Patologia
s 180718 s

Examen macroscopico

No se observan 185008 MACrOSCOps compilible: e

PEOIOgICAs

{ 1
|_sedmentacion
|

o]

cria

Valido a partir de OCTUBRE /2018 hasta _ DICIEMBRE /2018

mento de referencia “Recomendaciones del monitoreo ryicrobiolégico para Roedores ma
los en condiciones controtadas

7w /R t72
y reproductivas se corresponden con la especificacion de calidad de es'e producto. Procedan de ur
e

(ianos. Dicha produccién se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Geshon de la Calidad que garantiza &l estadc

nsp, Clinica | x 1807118
- "~ Resultados de Virologia * (Serolugia) -
Catidad C Metodo vesvee] T Fecha Entidad T Método o, v v Hecha
Wes Sealcta ARts Vietiy ¥ X | 1510518} (- onnmaninutss lnsfocata (LM kA x 50514
DA ot x| 150813
U s PVM FA X I }‘5{@‘3 Ieoowrus Tipa $(REO § x “‘)-]5-13
Ercelotonmetis Thofes (TNEV) | WA | | X I [15r0s118 Vs Kiltarm (KIRY T e | | T’xT
s Te 1 IFA [x] - | viusHaniaan A x
Sequn lo certificado por fa Direccion de Aseguramiento de la Caligad del Centro Nacional p? fi:coidin de
Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de Ios roedores criados ntendcs er |
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la linea archivados &1 la Due(CIUu £ |

copia fiel de la wl;«nd" (}"'e elabora a pamr d<= liberacion de |a linea pars
’ ./, 2 d
- fi 3T ¥
s i r - -
) nr'rmuo:gﬁ L Apro r
Cargo  tspeoapdy 'fl-‘tﬁnmm» s { Wuum
7
Firma e ‘l

124

gicas

a3dg)

higiénico sanitario d msammalesc\xe se xpiden
R, | dos de Bacleriologi © I o |
Catidad | Método  [pos w.im_ru_m Entidad TPus e bl |
Sahnpars i | i Seor PN x 2407118

o ! Cultive | X 24071

Stwpioc T Cul Serot % Az‘:n{ns i i csu2nd
; o x| 220818 " ! | xi ‘2z09
X Mycaplasn X bmz:j
x Mycoptasina pulmonis [ GovELsA x| l2mmand
L. ) et evcioa | [ - f




ANEXOS

Anexo 2: Procedimiento en el laboratorio con las ratas.




ANEXOS

Anexo 3: Cristales observados en el microscopio en muestras de orina.




