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RESUMEN

El Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto)
pertenecen al grupo de plantas a los cuales se lo denominan la base del producto
nutracéutico. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la toxicidad aguda del
Tarwi y el Amaranto en ratones albinos Swis y ver la influencia sobre parametros
hematoldgicos y bioquimicos.

La evaluacion de la toxicidad aguda se realizd en base de la metodologia
descrita por el CYTED y la OECD, 2001. La evaluacion de parametros bioquimicos
y hematoldgicos realizé por el el Método Cinético — UV, TECO DIAGNOSTICS y
la metodologia descrita por Vives (1987) respectivamente. Se emplearon ratones
albinos Swis de ambos sexos (N=10), administrando dosis de 1000, 2000 y 3000
mg/kg para la determinacion de la DLsg y dosis de 1000 mg/kg para la evaluacion de
la toxicidad aguda, realizando las observaciones correspondientes para la
determinacién del efecto toxico, posteriormente fueron sacrificados para realizar los
examenes bioquimicos. Se pudo evidenciar que los animales tratados con el extracto
de Amaranthus caudatus no mostro signos de toxicidad, su influencia en pardmetros
hematologicos se manifestd al observar un incremento en el recuento de glébulos
blancos (P<0.01) en comparacion al grupo control. Sin embargo a través de la
evaluacion de la toxicidad aguda de Lupinus mutabilis con cascara se pudo
determinar la DLsy que corresponde a 3000 mg/kg, su influencia en pardmetros
bioquimicos muestran un incremento significativo (P<0.05) a nivel de la
hemoglobina y glébulos blancos en comparacion al grupo control.

Palabras Claves: Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), Amaranthus caudatus

(Amaranto), Toxicidad oral aguda, hemograma, AST, ALT.
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ABSTRACT

Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) and Amaranthus caudatus (Amaranto)
belong to the group of plants which are called the base of the nutraceutical product.
Plants used since pre-Columbian times, as food and / or medicinal. The work
objective was to evaluate the acute toxicity of Tarwi and Amaranth in albino Swiss
mice and to see the influence on hematological and biochemical parameters.

The acute toxicity evaluation was carried out based on the methodology
described by CYTED and the OECD, 2001. The evaluation of biochemical and
hematological parameters was carried out by the Kinetic Method - UV, TECO
DIAGNOSTICS and the methodology described by Vives (1987) respectively. Swiss
albino mice of both sexes (N = 10) were used, administering doses of 1000, 2000 and
3000 mg / kg for the determination of LDsy, and dose of 1000 mg / kg for the
evaluation of acute toxicity, making the corresponding observations for the
determination of the toxic effect, they were subsequently sacrificed to perform the
biochemical tests. It was demonstrated that the animals treated with the Amaranthus
caudatus extract showed no signs of toxicity, its influence on hematological
parameters were manifested when observing an increase in the white blood cell count
(P <0.01) in comparison to the control group. However, through the evaluation of the
acute toxicity of Lupinus mutabilis Sweet with peel, it was possible to determine the
DLs corresponding to 3000 mg/kg, its influence on biochemical parameters show a
significant increase (P <0.05) at the level of hemoglobin and white blood cells

compared to the control group.

Keys word: Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), Amaranthus caudatus (Amaranto),
Acute oral toxicity, blood count, AST
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1. INTRODUCCION

La alimentacion y la nutricion son necesidades vitales para el ser humano, por
lo que alimentarse correctamente es esencial para el mantenimiento de todas las
funciones metabdlicas y fisioldgicas de nuestro organismo.

Segun el concepto tradicional de nutricion, la principal funcion de la dieta es
aportar los nutrientes necesarios para el buen funcionamiento del organismo. Este
concepto de “nutricion adecuada” esté siendo sustituido por el de “nutricion optima”,
que contempla la posibilidad de que algunos alimentos mejoren la salud de la
poblacion y reduzcan el riesgo de desarrollar determinadas enfermedades, en ese
sentido muchas enfermedades cronicas estan relacionadas directamente con la
nutricion y muchas podrian prevenirse con una dieta adecuada. Surge por lo tanto un
nuevo concepto en nutricion, que da lugar a la aparicion de nuevas disciplinas de
especial interes, orientadas al estudio de productos naturales con potencial actividad
preventiva o terapéutica. Asi surge la ciencia de los Alimentos, que representa uno
de los segmentos de mayor crecimiento dentro de la industria alimentaria y su
significado trasciende el mundo comercial para convertirse en una de las mayores
areas de investigacion cientifica en la actualidad.

En este sentido, la alta prevalencia de enfermedades cronicas (obesidad,
diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares, cancer, etc.), en las Gltimas
décadas ha hecho que los servicios sanitarios a nivel mundial busquen alternativas de
tratamiento para poder frenar y controlar dichas enfermedades. Los malos habitos

alimentarios son un factor de riesgo importante en la aparicion de estas patologias.
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Aunque queda mucho trabajo por hacer, “cada dia se ve aumentado el nimero
de estudios con evidencia cientifica suficiente sobre los efectos y propiedades de los
Ilamados productos nutracéuticos, de manera que quede avalada su recomendacion
en determinadas situaciones” (Arteche y col., 1994). Gran parte de los componentes
nutricionales tienen todavia que ser estudiados en mayor profundidad, para constatar
sus beneficios y efectos adversos, prestando especial atencién sobre los mas
utilizados y los menos conocidos. “Existen gran nimero de evidencia cientifica que
prueban la efectividad de estos productos; por el contrario, existen también estudios
que hablan sobre los posibles efectos secundarios y la potencial toxicidad de algunos
de ellos, sobre todo cuando aparecen interacciones con otros medicamentos”
(Arteche, 1994).

En definitiva los productos nutracéuticos tienen un gran futuro como fuente
de salud y prevencion de enfermedades y que es mas que probable que asistamos en
la oferta de estos productos en un futuro muy cercano. De hecho, el “reglamento de
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables de los alimentos” que ha
preparado la Comision Europea, pondra orden legal a la avalancha de productos que
aparecen continuamente en el mercado. EI Reglamento que la Comisién Europea
exige realizar estudios bioquimicos, celulares experimentales, de intervencion
controlada, epidemioldgicos y estudios clinicos que se puedan hacer para respaldar
la fiabilidad de estos productos y en consecuencia debido a que el campo
nutracéutico estd emergiendo con el pico méas alto de investigacion y desarrollo
(Bourre, 1991).

En ese sentido, el presente estudio realizé procedimientos toxicologicos y

bioguimicos estandarizados con el objetivo de proporcionar la base para que las

2
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declaraciones de propiedades saludables del Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) vy
Amaranthus caudatus (Amaranto) produzcan un impacto y seguridad en los
consumidores y poblacion en general sobre sus beneficios.

“Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) se
desarrollan en los valles interandinos del Altiplano de Bolivia y Per(, presentan un
alto grado nutricional precursores de los productos nutraceuticos” (Jacobsen y
Muijica., 2006; Schoeneberg y col., 1981). El area de Farmacologia del Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas — UMSA viene realizando proyectos de investigacion
con la finalidad de obtener Productos Nutracéuticos a base de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) para el tratamiento alternativo de
trastornos metabdlicos como la diabetes.

En el presente estudio se ha evaluado la toxicidad aguda y la influencia sobre
parametros  Bioquimicos y Hematoldgicos de Lupinus mutabilis Sweet vy
Amaranthus caudatus en animales de experimentacion. Estas investigaciones forman
parte del proyecto “Diabetes tipo 2: Nuevas terapias del programa de cooperacion

UMSA-Asdi/BRC-Team Bolivia”.
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2. MARCO TEORICO
2.1  Lanutricion

La alimentacion adecuada es el derecho humano mas importante y esencial
para el desarrollo social y econdmico de un pais. Una buena nutricion contribuye a
mejorar la eficiencia y los resultados de acciones para el desarrollo: mayor capacidad
de aprendizaje, menores gastos para el cuidado de la salud, mayor productividad,
entre otros. Es decir, la nutricion como base para el desarrollo, esta relacionado
principalmente con la educacion, salud, demografia, agricultura, pobreza y género.

La fase prenatal y los primeros afios de vida son los periodos mas
importantes en términos de desarrollo mental, fisico y emocional; es durante este
tiempo critico que se forma el capital humano. El retardo del crecimiento o
desnutricion croénica, la deficiencia de yodo y las anemias nutricionales estan
asociados a una reduccion substancial de la capacidad mental y/o reduccion de las
habilidades cognoscitivas, que causa el rendimiento escolar deficiente y la
productividad laboral reducida.

Una buena nutricion reduce la mortalidad materna, neonatal e infantil, en
paises en desarrollo, aproximadamente el 55 por ciento de la mortalidad en nifios
menores de 5 afios estd asociada a la desnutricion. Los nifios severamente
desnutridos tienen 8 veces mas probabilidad de morir con relacién a los nifios bien
nutridos. Por estas razones, es importante dar alta prioridad al estado nutricional a
través de una adecuada alimentacion complementaria, orientadas a prevenir la
desnutricion pero también a revertir las tendencias hacia la obesidad, diabetes y

enfermedades coronarias (NN.UU. Ginebra., 2002).
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2.2.  Alimentos nutricionales

La alimentacion y la nutricion son necesidades vitales para el ser humano, por
lo que alimentarse correctamente es esencial para el mantenimiento de todas las
funciones metabolicas y fisioldgicas de nuestro organismo. La nutricion es el proceso
por el cual nutrientes contenidos en los alimentos satisfacen las necesidades de
nuestras células y permiten el desarrollo adecuado de nuestros sistemas y 6rganos
con el fin de proporcionar a las personas de una resistencia fisica adecuada a nuestra
actividad diaria. Para llevar a cabo una correcta nutricion debemos conocer las
necesidades especificas de nuestro organismo en funcion de la edad, sexo y actividad
que realizamos.

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto mediante numerosos estudios
la importancia que un buen estado nutricional tiene como sinénimo del
mantenimiento de la salud y para la prevencion de la enfermedad o bien para reducir
el riesgo de enfermar. Surge por lo tanto un nuevo concepto en nutricion, que da
lugar a la aparicion de nuevas disciplinas de especial interés, orientadas al estudio de
productos naturales con potencial actividad preventiva o terapéutica. Se trata de la
ciencia y el arte de diseflar alimentos y dietas adaptadas a las particularidades
fisioldgicas de ciertos individuos y poblaciones especificas con determinadas
caracteristicas y riesgos particulares.

Los suplementos dietarios son productos cuyo propdésito es adicionar la dieta
normal y que es fuente concentrada de nutrientes y otras sustancias con efecto
fisiolégico o nutricional que puede contener vitaminas, minerales, proteinas,
aminodcidos, otros nutrientes y derivados de plantas, concentrados y extractos de

plantas solas o en combinacion (Rendon, 2013).
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2.3.  Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

Lupinus mutabilis Sweet es una leguminosa originaria de los Andes de
Bolivia, Ecuador y Perd, tiene relevancia en la gastronomia de estos paises desde la
época prehispanica. Su alto contenido de proteinas, mayor que el de la soja lo hace
una planta de interés para la nutricion humana y animal. Segun los especialistas su
consumo en diversas presentaciones ayuda a los nifios en su crecimiento y desarrollo
cerebral, debido a la presencia de calcio y aminoacidos (Garcia, G. 1947.; Mc
Cawley., 1985).

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa herbacea erecta de tallos
robustos, algo lefiosa. Alcanza una altura de 1.8 — 2 m. Se cultiva principalmente
entre los 2000 y 3800 metros de altura, en climas templados y frios, su consumo esta
limitado por su contenido de alcaloides, entre los que se encuentran principalmente la
Lupanina, y la Esparteina, siendo mas toxica la Lupanina (Montes; Hurtado., 1984);
en el tarwi, se han encontrado 25 alcaloides quinolizidinicos de los cuales se han
identificado 19 (Gross., 1982). El tarwi tiene un alto contenido de alcaloides que
fluctia de 0.02 a 4.45% que le confiere un sabor amargo, por lo que no puede ser
consumido directamente. Para la aceptacion como variedades dulces se fija su
contenido méaximo de alcaloide de 0.04 en el grano (Lescano., 1998).

Los alcaloides quinolizidinicos amargos en la semilla del tarwi son sustancias
antinutritivas que han sido hasta la actualidad el mayor obstaculo para su utilizacién
en la alimentacion humana, ya que su ingestion, puede producir trastornos tales como
malestar, nauseas, parélisis del sistema respiratorio asi como problemas visuales,

estado de debilidad progresiva y hasta coma (Lescano, 1998).
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El género Lupinus consta de unas 200 especies distribuidas en América, se
cultiva entre los 2500 a 3400 m.s.n.m., requiere entre 350-800 mm de precipitacion
anual, siendo cultivado exclusivamente en zonas secas, es susceptible al exceso de
humedad, y moderadamente susceptible a la sequia durante la floracion y envainado.
No tolera las heladas en la fase de formacién del racimo y madurez, aunque algunos
ecotipos cultivados a orillas del lago Titicaca, tienen una mayor resistencia al frio.
Prefiere suelos francos y franco-arenosos, con balance adecuado de nutrientes y buen

drenaje, pH que oscila entre 5y 7 (Siavichay., 1986; Velasco y Col., 1981).

2.4.  Composicion quimica y valor nutricional

En el analisis bromatoldgico se encontré un alto contenido de nutrientes

(Tabla N° 3), donde se destaca la proporcion de proteinas, grasas y extractos no
nitrogenados.
El valor proteico de la semilla entera y los cotiledones es superior al de otras
materias primas comunmente utilizadas en la industria alimentaria, como la soya.
(Orf., 1988). Las semillas de lupino contienen elevados niveles de macronutrientes
como fosforo, potasio y de micronutrientes como hierro; pero bajos niveles de
minerales esenciales como calcio y magnesio.

El Lupinus mutabilis Sweet tiene un elevado contenido de grasa (18 - 25 %),
lo que hace factible para la extraccion de aceite a nivel industrial. Los lipidos constan
de é&cidos grasos insaturados y su composicion es semejante a la del mani,
aproximadamente la mitad de estos constan de acido oleico (36.1-54.6%), existiendo
un 22.3 - 43.9% de acido linoleico y el 2.1 - 2.7 % le corresponde al acido linolénico.

(CYTED., 1995; CYTED., 1996).
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Tabla 1
Composicién por 100 gramos de porcion comestible de tarwi

Composicién Tarwi cocidocon  Tarwi crudo sin Tarwi harina
cascara cascara
Energia (Kcal) 151 277 458
Agua (9) 69.7 46.3 37.0
Proteina (g) 11.6 17.3 49.6
Grasa () 8.6 175 27.9
Carbohidratos (g) 9.6 17.3 12.9
Fibra (Q) 5.3 3.8 7.9
Ceniza (g) 0.6 1.6 2.6
Calcio (mg) 30 54 93
Fosforo (mg) 123 262 440
Hierro (mg) 1.4 2.3 1.38
Tiamina (mg) 0.01 0.60 -
Riboflavina (mg) 0.34 0.4 -
Niacina (mg) 0.95 2.10 -
Acido ascorbico 0.00 4.6 -

Fuente: CYTED., 1995.

Dentro de las propiedades descritas, una de las mas importantes es el
contenido de valor nutritivo en las semillas de tarwi. Las semillas de tarwi presentan
acidos grasos esenciales como el oleico (Omega 9), linoleico (Omega 6) y linolénico
(omega 3) que representan el 40.4 %, 37.1 % y 2.9 % del total respectivamente
(Jacobsen; Mujica., 2006; Gross y col., 1988; Castarieda y col., 2008). Por otro lado,
el valor de proteinas es de 44.3 %, mientras que la soya solo posee el 33.4 %
(Jacobsen y Muijica, 2006). Presenta alto contenido de fdsforo, potasio y Hierro
(Ortega- David y col., 2010), asi como vitaminas y minerales (Castafieda y col.,

2008).
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Estos tipos de acidos grasos son esenciales pues nuestro organismo no puede
sintetizarlos y se deben adquirir en la dieta. El &cido linoleico aumenta las defensas y
disminuye la presion arterial; mientras que el acido oleico reduce los riesgos de sufrir
enfermedades cardiovasculares y tiene efecto antitumoral (Carrillo., y col. 2012). El
valor de proteinas siempre ha sido comparado con la soya, porque posee de 30-40 %,
un considerable nivel de lisina (7.3 %) pero carece de aminoacidos como la
metionina y cisteina esenciales para la sintesis de queratina (Guenes-Vera y col.,
2004). Sin embargo, los Lupinus presentan menor cantidad de inhibidores de
tripsina, taninos y saponinas que la soya. Siendo ademas el tarwi la especie que
presenta mas cantidades de proteinas y lipidos esenciales para el organismo y que
éste no puede sintetizar, por lo que se deben ingerir en la dieta (Galvez y col., 2009).

Aunque las semillas de L. mutabilis Sweet presentan mayor cantidad de
proteinas que la soya (Jacobsen y Mujica., 2006) no son consumidas directamente ya
que requieren de un tratamiento previo que consiste en remojar 3 kilogramos de
grano en 18 litros de agua, cambiandola cada 6 horas durante 5 dias (Jacobsen y
Mujica, 2006), debido a la presencia de alcaloides quinolizidinicos que le dan sabor
amargo. El alcaloide que se encuentra en mayor concentracién es lupanina seguido
de tetrahidrorombifolina, 4-hidroxilupanina, esparteina y 13-hidroxilupanina (Gross
y col., 1988; Ortega y col., 2010; Castaiieda y col., 2008). Estas sustancias son
importantes para la planta pues la protegen de fitopatdgenos y animales herbivoros
debido a su accién mutagénica y por su efecto toxico en varios de estos organismos

(Keeler., 1976).
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2.5.  Amaranthus caudatus
2.5.1. Descripcion botanica de Amaranthus caudatus

Esta especie se origind como un cultivo de produccion de grano en la regién
andina probablemente por domesticacion de A. quitensis (Sauer., 1967). Es una
planta herbacea anual, con un tallo escasamente ramificado, llega a alcanzar hasta 2
m de altura, sus hojas es muy variable. Las semillas son blancas, con bordes rojos/
rosas y negras. Las plantas con semilla de color claro son las que utilizan para la
produccion de grano (Grubben., 1976; Grubben y Sloten., 1981; Feine., 1979).

El amaranto es un producto de origen vegetal muy completo, ya que es una de
las fuentes mas importantes de proteinas, minerales y vitaminas naturales. La semilla
de amaranto se puede utilizar en la preparacion de diversos alimentos y tiene ademas,

un prometedor potencial en la industria de los alimentos (Becerra., 2001).

2.5.2. Valor nutricional
El amaranto es un grano andino que se caracteriza por contener proteinas de
alto valor bioldgico (aminoacidos esenciales disponibles al organismo para satisfacer
su requerimiento durante una situacion biologica) y valor nutricional (aminoacidos
para la sintesis de proteinas totales juntamente con otros nutrientes (Tabla N° 5, 6,7).
Tabla 2

Composicion Nutricional del Amaranto (g/100g)

Composicién Amaranto
Proteina 12.9
Grasa 7.2
Carbohidrato 65.1
Fibra 6.7

Fuente: Collazos y col., 1975.
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2.6.  Nutricion en Bolivia

Al igual que en el resto de los paises de Latinoamérica, Bolivia se encuentra
en una etapa de “Polarizacion Epidemiologica Nutricional”; es decir, la poblacion
infantil presenta enfermedades por deficiencias (desnutricion y carencias de
micronutrientes) en cambio la poblacidn adulta, presenta enfermedades por exceso
(diabetes, obesidad e hipertension arterial) consideradas como problemas de salud.
Segun la OPS/OMS la prevalencia de diabetes en personas mayores de 20 afios en
Bolivia es de 4,9%.

La desnutricion, constituye el efecto, consecuencia o manifestacion mas
preocupante porque tiene gran implicancia social y econdémica en el pais. La
interaccion de diferentes factores causales produce un circulo vicioso, la desnutricion
y pobreza (Ministerio de Salud., 2005).

Un consumo inadecuado de alimentos y la presencia de enfermedades son
causas directas de la desnutricion donde la carencia de micronutrientes, el sobrepeso
y la obesidad tienen causas profundas que hacen referencia a problemas
multidimensionales como la pobreza, el subdesarrollo y el bajo nivel econdémico.
Asimismo refiere a la falta de acceso a alimentos suficientes en cantidad y calidad, y
a practicas deficientes de alimentacion y cuidado de los lactantes y nifios pequefios, o
a deficiencias sanitarias, de agua potable y a problemas educativos (FAO;OMS.,
Roma, 2014)

Sin embargo a través de programas u organizaciones no gubernamentales y
estudios se orientan a la poblacion a tomar conciencia y promover cambios de

comportamiento que mejoren la nutricion de la poblacion Boliviana.

11
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2.7.  Producto nutracéutico.

La introduccién formal del término nutracéutico fue planteada por el Doctor
Stephen DeFelice en 1989, y consta simplemente de fusién de dos elementos basicos:
un componente nutricional y otro farmacéutico. DeFelice resumié el termino como
“un alimento (o parte del mismo) que proporciona beneficios a la salud, que incluye
la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad; tales productos pueden variar
desde nutrientes aislados, suplementos dietarios, hasta productos disefiados
genéticamente”, esta definicion hoy en dia continua vigente aunque con algunas
modificaciones. Este mismo concepto ha sido utilizado por el ser humano desde el
periodo paleolitico procedente del conocimiento de la relacién inseparable entre
alimentacién y salud. Igualmente Hipdcrates, hace mas de 2500 afios, planteo que la
alimentacién puede ser una alternativa terapéutica contra la enfermedad, sintetizando
esta nocion en la frase “deja que la comida sea tu medicina”, la cual hoy se aplica
ampliamente a los productos nutracéuticos (Rajasekaran y col., 2008; Das, L., 2012).

Los nutracéuticos son productos generados, a partir de nutrientes y/o
sustancias bioactivas y estan presentes de forma natural en determinados alimentos,
tras su aislamiento y purificacién. Dichos productos se preparan en presentaciones
farmaceéuticas (capsulas, comprimidos, sobres para disolver, etc.), que contienen
concentraciones de dichas sustancias bioactivas en mucha mayor cantidad que la que
tendrian en una o varias raciones normales del alimento del que proceden. Tienen por
tanto un uso terapéutico, de ahi que su nombre provenga de la conjuncion de la
palabra "nutriente”, porque su composicion consta de nutrientes presentes de forma
natural en los alimentos y "farmacéutico”, por la forma en que se dispensan, asi como

por su accion terapéutica.
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En este sentido, la alta prevalencia de enfermedades cronicas (obesidad,
diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares, cancer, etc.), en las Gltimas
décadas, ha hecho que los servicios sanitarios a nivel mundial busquen alternativas
de tratamiento para poder frenar y controlar dichas enfermedades. Los malos habitos
alimentarios son un factor de riesgo importante en la aparicion de estas patologias.
Es por tanto de vital importancia el mejor aprovechamiento de los componentes
alimentarios de los alimentos, para el tratamiento y prevencion de diversas
patologias. Segun estudios publicados el 48 % de los usuarios de productos
nutracéuticos estan de acuerdo en que su consumo es una forma facil de obtener un
adecuado estado de salud, a la vez que permite compensar los estilos de vida no
saludables o el mantenimiento de dietas no balanceadas (Van der., 2013;Weiss, L.,
2011); esto se ve representado en que la mayoria de los consumidores que
desarrollan estilos de vida saludables, presentan menor incidencia de diabetes
mellitus y problemas cardiovasculares que la poblacién en general (Rovira., 2013)
Por esta razon, el desarrollo de estos productos puede constituir una estrategia
sanitaria, 1o que representaria una alternativa factible en la prevencion de ciertas
patologias, al mismo tiempo que sirvan para reducir la sintomatologia y paliar los
efectos negativos de su instauracion en el organismo.

Aungue queda mucho trabajo por hacer, cada dia se ve aumentado el nimero
de estudios con evidencia cientifica suficiente sobre los efectos y propiedades de los
[lamados nutracéuticos, de manera que quede avalada su recomendacion en
determinadas situaciones para dar el aval a estos productos, dando a conocer el
alcance de los beneficios que puedan proporcionar a la comunidad si se incluyen

como alternativas terapéuticas (Arteche y col., 1994).
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2.8. Inocuidad y toxicidad

Paracelsus (1493-1541) dijo que "Todas las substancias son venenos; no hay
ninguno que no sea veneno. La dosis correcta diferencia el veneno del remedio™
(Goodman and Gillman's 1996). Segn Loomis (1982), el Gnico factor que determina
el grado de nocividad de un compuesto es su dosis. A medida que aumenta la dosis
de cualquier agente quimico desde niveles minimos a maximos, no aparecen
subitamente efectos indeseables sino que la respuesta, sea beneficiosa o perjudicial,
es gradual y esta relacionada con los progresivos cambios de la dosis. Una de las
observaciones mas fundamentales que puede hacerse con respecto a cualquier efecto
bioldgico de un agente quimico es la relacion existente entre la dosis (concentracion)
y la respuesta obtenida.

El tamizaje farmacoldgico y el tamizaje fitoquimico de una sustancia
permiten evaluar su posible accion farmacoldgica, toxicidad y los principales grupos
guimicos presente en la planta. La evaluacion de la toxicidad permite determinar la
Dosis Letal 50 (DLso), que viene a representar mas o menos la dosis de la sustancia
que produce la muerte al 50% de los animales lo que servird como orientacion para
determinar la Dosis Efectiva 50 (DEsz).

2.8.1. Clasificacion de la toxicidad
2.8.1.1. Toxicidad aguda

Tiene por objeto determinar los efectos de una dosis Unica y muy elevada de
una sustancia. Generalmente el punto final del estudio es la muerte del animal. Se
expresa por la dosis letal 50 (DLsp), que viene a representar mas o menos la dosis de

la sustancia que produce la muerte al 50% de los animales.
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La toxicidad aguda se refiere al desarrollo rapido de sintomas y efectos
después de la aplicacion de una dosis Unica relativamente alta 0 comUnmente se
relaciona con los dafios inmediatos generados por dosis unicas suficientemente
grandes. La observacion de los animales se lleva a cabo después de la administracion
de la sustancia durante 14 dias.
2.8.1.1.1. Definicion

La toxicidad aguda de una sustancia quimica se refiere a los efectos
adversos que se manifiestan tras la administracion por via oral o cutanea de una sola
dosis de dicha sustancia, de dosis multiples administradas a lo largo de 24 horas o
como consecuencia de una exposicién por inhalacion durante 4 horas.

Los ensayos de toxicidad aguda implican la administracion de la sustancia a
evaluar en una sola ocasion para la determinacion de la DLsg, también conocida
como dosis-Unica y consisten en administrar el compuesto solo una vez en animales
de una especie en particular, cepa, edad y peso que son mantenidos bajo condiciones
controladas de dieta, jaulas, temperaturas, humedad relativa y tiempo de
dosificacion, el concepto fue introducido por Trevan en 1917 y representa la muerte
de la mitad (50%) de la poblacion estudiada.

2.8.2. Experimentacion toxicologica
2.8.2.1. Objetivos basicos de la experimentacidn toxicoldgica

Entre ellos se encuentra el contribuir al conocimiento de los peligros, o
toxicidad intrinseca de las sustancias: de los efectos toxicos provocados y de su
reversibilidad: de los mecanismos moleculares, de las dianas bioldgicas sobre las que

actuan, estableciendo niveles de seguridad en la exposicion a las mismas.
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2.8.2.2. Toxicidad experimental

Los estudios iniciales de toxicidad generalmente son realizados para
determinar un rango aproximado de la dosis toxica. A su vez, incluye la observacion
de animales con el fin de adquirir comprension en los posibles efectos tdxicos
(Timbrell., 1995).

Entre las pruebas de observacion se encuentran los signos clinicos de
comportamiento a nivel del Sistema Nervioso Central Disminucién de la actividad
motora como Ataxia (perturbacién y problemas de coordinacion tales como
movimientos torpes e inestabilidad producida por la degeneracion del tejido nervioso
en la medula espinal y de nervios que controlan el movimiento muscular) Perdida de
reflejo de ereccion (Incapacidad de enderezamiento del cuerpo del raton), Paralisis
de las patas anteriores, Pardlisis de la cabeza, Perdida de la habilidad prensil,
Reaccion de alarma, Reflejo corneal, Reflejo pineal, Tremores finos de cuerpo,
Fasciculaciones (contracciones musculares visibles bajo la piel) Convulsiones
clonicas, Fendmeno de Straub (Ereccion de la cola), Regulacién Autonomica:
Salivacion, Lagrimacion y Miccidén. Todas estas observaciones deben realizarse
diariamente (Jurado, 1989). Estas determinaciones implican estudios integrales de las
propiedades toxicas; la demostracion de dosis que no producen efectos negativos
observables; el establecimiento de relaciones Dosis-Efecto y Dosis-Respuesta;

estudios farmacocinéticos y de biotransformacion (Lu., 1992).
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2.8.2.3. Principios de la experimentacion toxicoldgica

La experimentacion toxicologica se fundamenta en una serie de principios

basicos, que se resume bajo los siguientes enunciados

a)

b)

Por razones practicas, econdémicas y éticas, para este estudio son los roedores y
se recomienda trabajar con un pequefio nimero de animales para cada dosis. Los
estudios generan datos sobre la dosis no efectiva, la dosis maxima a la cual un
efecto toxico no es visto, la dosis minima letal, la dosis méas pequefia requerida
para matar a un animal y la dosis letal media (DLsg) que representa la muerte de
la mitad (50%) de la poblacion estudiada.

La muerte de las especies experimentadas es la respuesta que mas comunmente
es utilizada en pruebas toxicologicas (“"toxicological testing™) preliminares.
Cuando una sustancia esta siendo evaluada inicialmente, los rangos toxicos
especificos deben ser caracterizados.

DL significa dosis letal y 50 significa que la dosis es agudamente letal para el
50% de los animales a quienes la sustancia en cuestion fue administrada bajo
condiciones de laboratorio controlada. Un nivel "subindice 0" significa que la
dosis no fue letal para ninguno de los animales y un nivel "subindice 100"
significaria de que la dosis fue letal para el 100% de los animales. Las unidades
de DLso son mg/kg, que significa miligramos de la sustancia por kilogramo de
peso corporal del animal. Mientras menor la DLsg, menor son los miligramos de
la sustancia por kilogramo de peso corporal que es requerido para matar a los
animales, y mayor es la toxicidad aguda. Viceversa, mientras mayor la DLs,
menor es la toxicidad aguda. DLsp y toxicidad aguda estan inversamente

relacionadas (Malachowski, 1995).
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d) El ndmero de individuos sobre los que se realiza la experimentacion esta

limitado en la practica en comparacion con las amplias poblaciones que estaran

expuestas. Por ello, para obtener resultados estadisticamente validos es preciso

emplear dosis suficientemente altas para que los efectos ocurran con la suficiente

frecuencia para ser detectados (Klaassen., 1986).

e) Por ello al aumentar la dosis se incrementan los efectos observados.

Tabla 3

Factores que influyen en los ensayos de DLsg

Factores a considerar

Descripcion

Especies
Cepas
Sexo

Edad/Peso

Medio ambiente

Dieta

Modo de administracion

Formulacion

Diferencias metabolicas

Deficiencias enzimaticas

Nivel hormonal/Prefiacion

Higado/ Funcion renal: actividad
microsomal enzimatica

Alojamiento, manejo de humedad
relativa, temperatura, actividad
Proteinas: grasa, proporcion

Ruta/ velocidad de administracion

Vehiculo, volumen, pH, osmolaridad

Fuente: Jurado., 1989.
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Las dosis letales se calculan a partir de un namero suficiente de animales para que
los resultados obtenidos puedan tener una significacion estadistica, de este modo se
obtiene:

1. La Dosis letal absoluta (DL,g), que corresponde a la minima cantidad de
sustancia con capacidad para provocar la muerte de todos los animales del
grupo ensayado bajo condiciones definidas.

2. La Dosis letal media (DLsp), que equivale a la cantidad de sustancia que mata
al 50% de la poblacion en estudio.

3. La Dosis letal minima (DLo;), que corresponde a la menor cantidad de
sustancia capaz de provocar la muerte de algun animal en el grupo
experimental.

4. La Dosis umbral (D), que concierne al nivel de sustancia por debajo del cual

no se espera que aparezcan efectos nocivos aunque sean de caracter leve.

Para indicar la potencia de cualquier tipo de sustancia toxica se ha utilizando una
escala de valores basada en la DLz, de la sustancia (Tabla N° 9).
Tabla 4

Escala de valores DLsg

Parametro DLsg
Extremadamente toxico <1 mg/Kg
Altamente toxico 1 -50 mg/Kg
Moderadamente toxico 50 — 500 mg/Kg
Ligeramente toxico 0,5-59g/Kg
Practicamente no toxico 1.5-159/Kg

Fuente: Repetto., 1997.
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2.9. Dafio hepatico inducido por sustancias toxicas
2.9.1. Mecanismos de toxicidad y patrones de lesion

Las sustancias capaces de dafiar a los hepatocitos se denominan hepatotoxinas
y entre ellas, se suele distinguir entre hepatotoxinas intrinsecas e idiosincrasicas. Las
primeras producen dafio hepatico en cualquier individuo expuesto a partir de una
determinada dosis. Los farmacos, pese a los estrictos controles de seleccion durante
su desarrollo, son también causa de hepatitis tdxica. (Castel y col., 1997; Larry.,
2000; Lee., 1995).

Existen una enorme diversidad de farmacos y productos quimicos capaces de
generar dafio hepatico ademéas del dafio ocasionado por agentes infecciosos,
alteraciones del flujo biliar, causas metabdlicas, congénitas o autoinmunes, lo cual
dificulta con frecuencia el diagnostico etiolégico, a esto se suma en dificultar el
diagnostico etioldgico, que siendo los agentes medicinales el grupo mas importante
de todos los agentes hepatotoxicos por el nimero y su disponibilidad, lo hacen aun
en dosis no toxicas y por mecanismos no previsibles

Las reacciones de biotransformacién, cuya finalidad Gltima es facilitar la
eliminacién de compuestos extrafios al organismo, que por su lipofilia lo harian muy
lentamente, son un conjunto de reacciones enzimaticas que modifican quimicamente
los xenobioticos e introducen nuevos grupos funcionales (reacciones de fase 1) y los
conjugan con moléculas enddgenas para convertirlos en compuestos mas solubles y,
en definitiva, mas facilmente eliminables (Castel y col., 1997; Larry., 2000; Lee.,

1995).
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Tipos de hepatotoxinas

Area Bioquimica Clinica

Tipos de

Hepatotdxinas

Caracteristicas

Intrinsecas

Idiosincrasicas

Sus efectos se manifiestan en casi todos los individuos
expuestos a partir de una determinada dosis.

Es predecible, generalmente es reproducible en animales

Los efectos se manifiestan s6lo en algunos individuos, en
ocasiones de manera no dependiente de la dosis e incluso
tras un periodo de tolerancia al farmaco.

Tiene las caracteristicas de una reaccion de
hipersensibilidad.

En otros individuos la toxicidad se manifiesta de manera
dosis-dependiente.

Es la consecuencia de un metabolismo anormal de
farmaco debido a una expresion diferente de las enzimas
de biotransformacion (polimorfismos del CYP, edad,
estados fisiopatoldgicos), con el resultado de un patrén de
metabolismo-desintoxicacion diferente

No es predecible con modelos animales

Fuente: Castell y col., 1998.
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2.10. Fisiologia del higado

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y uno de los mas importantes

en cuanto a la actividad metabolica que desarrolla en el organismo. Entre sus

innumerables funciones se destacan:

1.

2.

8.

9.

Almacenamiento de glucégeno.

Sintesis de Acidos grasos (AG) y conversion a cetonas.

Sintesis de proteinas plasmaticas, conversion y desaminacion de aminoacidos
y formacion de urea.

Metabolismo y almacen de proteinas.

Sintesis, liberacion y degradacion de factores de coagulacion.

Catabolismo y excrecion de hormonas.

Detoxicacion de sustancias endogenas (Bilirrubina), Bacterias, subproductos
y sustancias exdgenas (farmacos).

Formacion de bilis: secretora y excretora.

Mantenimiento del balance hidroelectrolitico.

10. Barrera defensiva por medio de células del SRE.

En la practica clinica diaria, las multiples funciones hepaticas solo son superadas por

los métodos bioquimicos disefiados para examinarlos.

De forma esquematica, las pruebas funcionales hepéticas se pueden dividir en:

a)
b)

Pruebas que informen sobre posible lesion hepatocelular o citolisis.

Pruebas relacionadas con el metabolismo de la bilirrubina (Captacion,
conjugacion y excrecidn) asi como estasis biliar (colestasis).

Pruebas que analizan la sintesis hepéatica de sustancias necesarias para el

funcionamiento corporal.
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Generalmente suelen alterarse varias de estas funciones al mismo tiempo, aunque
hay formas aisladas con afectacion unica.

Entre las pruebas que informan de lesién hepatocelular o citolisis destacan las
transaminasas o0 aminotransferasas. Estas representan enzimas del metabolismo
intermedio, que catalizan la transferencia de grupos amino del &cido aspartico o
alanina al acido acetoglutarico, formando acido oxalacetico y acido piravico. En el
higado se producen multiples reacciones de transaminacion, pero la Unica
transaminasa con valor clinico son dos:

1. Aspartato — aminotransferasa o transaminasa glutamicooxalacetica (AST o

GOT) cuya vida media es de 48 horas.
2. Alanina — aminotransferasa o transaminasa glutamico — piravica (ALT o
GPT) con una vida media de 18 horas.
La ALT es mas especifica de dafio hepatico que la AST, debido a que la primera se
localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito, mientras que la AST,
ademas del citosol y mitocondria, se encuentra en el corazén, musculo esquelético,
rifiones, cerebro, pancreas, pulman, eritrocitos y leucocitos (Alvarez., 2005).
Cualquiera sea el caso, la determinacion de las transaminasas adquiere importancia
diagnostica cuando sus valores se comparan con las otras enzimas de similar origen
tisular, es decir que permita completar el perfil enzimatico de 6rganos como tales el

higado.
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2.10.1. Transaminasas hepaticas

2.10.1.1. Alanina aminotransferasa (ALT)

La Alanina Aminotransferasa (ALT) es una enzima citoplasmética cuya
mayor actividad se localiza en el tejido hepatico. En mucho menor proporcién se
encuentra se encuentra actividad de ALT en el musculo esquelético, corazon, rifion,
pancreas y eritrocitos. Teniendo en cuenta su distribucion los mayores aumentos de
ALT en suero, se producen como consecuencia de alteraciones hepaticas (Sociedad
Escandiva de Quimica y Fisiologia Clinica —-SSCC., 1974).

Las aminotransferasas catalizan la formacion del acido glutamico a partir
de 2-oxoglutarato mediante la transferencia de grupos amino. ALT se encuentra en
diferentes tejidos aunque sus mayores concentraciones se hallan en el higado y rifién
(Friedman y col., 1997).

La reacion principal, catalilzada por la GPT (ALT o Alanina
Aminotransferasa), esta desplazada hacia la formacién de piruvato, que reacciona
inmediatamente con la LDH, de modo que la velocidad de oxidacion del NADH
medida a 340 nm (334 ¢ 336nm) es proporcional a la actividad GPT de la muestra.
En el medio de reaccion hay LDH en exceso para consumir cetoacidos de origen

enddgeno, evitando asi su interferencia.

La reaccion enzimatica empleado en el siguiente ensayo es la siguiente
ALT
L-Alanina + a-Cetoglutarato ——— > Piruvato + L-Glutamato
LDH

Piruvato + NADH + H* ——— > L-Lactato + NAD" + H,0O
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2.10.1.2. Aspartato aminotransferasa (AST)

La Aspartato Aminotransferasa (AST) es una enzima citoplasmatica y
mitocondrial. Cualquier alteracion de estos tejidos produce un aumento en los niveles
de AST circulantes, en forma proporcional al grado del dafio. En general, altos
niveles séricos de AST son indice de lesion profunda (Sociedad Escandiva de

Quimica y Fisiologia Clinica —SSCC., 1974).

La reaccidn enzimatica empleado en el siguiente ensayo es la siguiente
AST

L-Aspartato + 2-oxoglutarato —— > Oxalacetato + L-Glutamato
MDH

Oxalacetato + NADH + H* — > L-Lactato + NAD" + H,0O

La AST cataliza la transferencia de un grupo amino entre L- Aspartato y 2-
Oxoglutarato. El oxalacetato formado en la primera reaccion reaccionara con el
NADH en la presencia de malato deshidrogenasa (MDH) para formar NAD. La
actividad de AST es determinada midiendo la tasa de oxidacion del NADH a
340nm. La lactato deshidrogenasa es incluida en el reactivo para convertir el piruvato

enddgeno en la muestra a Lactato durante la fase anterior a la medida.
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2.11. Hemograma

El hemograma, también conocido como cuadro hematico y biometria
hematica, es una de las pruebas mas solicitadas y uno de los estudios que mayor

informacion aporta sobre la homeostasis de un individuo.

El hemograma se define como el andlisis cuantitativo y cualitativo de los
componentes celulares de la sangre periférica. EI hemograma como prueba de
laboratorio permite tener una vision global de homeostasis del sistema
hematopoyético, de ahi la importancia de que se evallen el mayor numero de

parametro y sobre todo de que estos tengan la mayor precision y exactitud

2.11.1. Recuento de eritrocitos

Consiste en determinar la cantidad de eritrocitos en sangre periférica por
unidad de volumen por milimetro cubico (mm?®). Par realizar el recuento manual de
Eritrocitos se requiere pipeta de dilucién para glébulos rojos, camara Neubauer y un
microscopio convencional.

-~ -—JT — —

0,100 mm l NEUBAUER

Figura 1. Camara Neubauer
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* 1 mm - 0,2 mm —|[0.25 mm

Figura 2.  Detalle de cAmara Neubauer. El area total de la cAmara es de 3x3 mm, con 9
cuadrados grandes, los eritrocitos se cuentan en 5 cuadrados coloreados.

2.11.2. Hematocrito

El hematocrito representa la fraccion de volumen eritrocitario y corresponde al
volumen ocupado por los glébulos rojos en relacién con el volumen total de la
sangre.

El hematocrito se expresa de acuerdo a la nomenclatura tradicional como porcentaje,
o0 preferiblemente, de acuerdo al Sistema Internacional (SI) de unidades
recomendado por el ICSH (International Council for Standardization in

Haematology), como una fraccion decimal en donde la unidad L/L esta implicita.
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2.11.3. Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es un pigmento respiratorio, de naturaleza proteica, que
constituye el 95% del peso seco del eritrocito. Debido a ello es el componente
estructural funcional mas importante del hematie. A través de la Hb, el hematie
realiza su funcion transportadora de oxigeno (O,) desde los pulmones a los tejidos. A
nivel de los pulmones, el O, se fija a la Hb, dando lugar a la formacion de
oxihemoglobina (Hb- O,), y de esta forma es transportado hacia los tejidos, donde el
O, es liberado y la Hb se transforma en Hb reducida o desoxihemoglobina (Hb-red)

(Vives., 1984).

Desde el punto de vista clinico, la hemoglobina define los conceptos de anemia y
policitemia. La hemoglobina es la proteina transportadora de oxigeno. Representa el
32 % de la masa total del eritrocito. La hemoglobina es el mejor indice para medir la
capacidad transportadora de gases, tanto para oxigeno (O,) como para dioxido de
carbono (CO,) por parte del eritrocito. La hemoglobina al igual que el hematocrito
representan en forma indirecta el nimero de eritrocitos. Desde el punto de vista de la
evaluacion de la integridad hematologica, la determinacion de la hemoglobina es
superior a la del hematocrito y la del recuento de eritrocitos (Perkins., 2004).

La funcion de la hemoglobina consiste fundamentalmente en el transporte del
oxigeno desde los pulmones a los tejidos y, en parte, también del diéxido de carbono
(COy) por la hemoglobina se realiza mediante union covalente con los grupos amino
de las cadenas globinicas, dando lugar a carbaminohemoglobina que posee un color
algo mas obscuro que la oxihemoglobina. El resto de CO,, que constituye la mayor

parte, es transportado en el plasma en forma de bicarbonato.
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2.11.4. Recuento diferencial de leucocitos

La formula leucocitaria es el recuento diferencial de cada uno de los
leucocitos presentes en la sangre periférica. Estos se clasifican en dos grandes
grupos: polinucleares (neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos) y mononucleares

(linfocitos y monocitos) (Vives., 1984)

El recuento diferencial de leucocitos permite establecer los conceptos de
neutrofilia, neutropenia, agranulocitosis, eosinofilia, eosinopenia, basofilia,
basopenia, monaocitosis, monocitopenia, linfocitosis y linfopenia que pueden estar
asociados a enfermedades benignas como procesos infecciosos, procesos
inflamatorios y mielotoxicidad, entre otros, o enfermedades malignas como leucemia
y mieloptisis.

Se basa en la observacion mediante microscopio de 100 o 200 leucocitos
extendidos en un frotis sanguineo tefiido con la tincion de Romanowsky, debe
realizarse una primera observacion de mismo mediante un objetivo de poco aumento
al objeto de apreciar la calidad de la tincion y las caracteristicas de la distribucion
general de la células. Con este aumento se puede apreciarse también la eventual
presencia de sangre periférica de elementos atipicos, tales como blastos, elementos
inmaduros de la serie mieloide, eritroblastos o linfocitos reactivos.

La realizacion de la formula leucocitaria propiamente dicha exige el empleo
de un objetivo de mayor aumento (generalmente inmersién). Una vez asegurada la
buena calidad de la extension y la distribucidn relativamente regular de los leucocitos
(en los extremos y cola de la extension, el niumero de células es generalmente

superior al que se encuentra en el cuerpo), debe seleccionarse la zona ideal donde las
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células puedan ser observadas en toda su superficie y sin artefactos tanto en el
tamafio como en la forma. Esta zona generalmente corresponde a la denominada
“cuerpo” del frotis, situada entre las “barbas” y la cola. Al realizar el recorrido debe
escogerse un trayecto en el cual el 5% de las células contabilizadas pertenecen a las
zonas periféricas o bordes de la extension, y el 95% restante, a la zona central,
teniendo cuidado en no contar dos veces la misma célula EI numero de células
observadas tiene valor para la interpretacion estadistica del resultado. Es evidente
que la exactitud del recuento diferencial leucocitario depende del nimero de las
células incluidas en el mismo. Por ello un recuento a 100 células, por ejemplo, es
mas exacto que uno a 50. La apreciacion que se consigue con una formula a 100
elementos, si bien con escaso valor estadistico, si posee indudable valor clinico,
porque permite afirmar que en la sangre del paciente la proporcion de leucocitos es
normal y no se observan elementos atipicos, lo cual en realidad ya es mucho (Vives.,
1984).

La formula leucocitaria no solo tiene como objetivo fundamental analizar los
aspectos cuantitativos de las células que forman cada subpoblacion de leucocitos
(neutrdéfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y basofilos) si no también sefialar
eventuales alteraciones morfoldgicas o de coloracién en las mismas, asi como la
existencia en la sangre periférica de células no presentes normalmente en ella

(blastos, mielocitos, eritroblastos y otras).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar de la toxicidad aguda de los extractos acuosos de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) y la
influencia sobre pardmetros bioquimicos y hematoldgicos en animales de

experimentacion.

3.2. Objetivos especificos

Determinar la DLsg en ratones Swiss albinos

Determinar la toxicidad aguda a dosis Unicas no letal de Extractos acuosos
de Lupinus mutabilis Swett (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) en

ratones Swiss albinos.

Evaluar la toxicidad aguda a dosis continuas no letales hasta 14 dias de los
extractos acuosos de Lupinus mutabilis Swett (Tarwi) y Amaranthus

caudatus (Amaranto) en ratones Swiss albinos

Evaluar la influencia de los Extractos acuosos de Lupinus mutabilis Swett
(Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) sobre enzimas marcadores de
toxicidad y parametros hematol6gicos en ratones Swiss albinos sometidos

a toxicidad.
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4. MATERIALES

4.1. Material bioldgico

Se utilizaron ratones albinos suizos de ambos sexos, con un peso corporal
comprendido entre 20 y 25g., en condiciones estandares de humedad,
temperatura (20 = 2 °C), fotoperiodos (ciclos de luz/oscuridad de 12/12
h), fueron alimentados con ratonina peletizada y agua ad libitium.

Extractos acuosos liofilizados de: Lupinus mutabilis Swett (Tarwi) y

Amaranthus caudatus (Amaranto).

4.2 Materiales

Hemacitometro (camara = Pipetas Graduadas (1 —2 mL)
Neubauer) » Viales Eppendorf

Laminas porta-objeto = Bureta (250 mL)

Gradilla = Erlenmeyer (500 mL)

Tubos de hemolisis = Pipeta Pasteur de vidrio

(13 x 100 mm) = Jeringas (1 mL)

Tubos capilares para = Papel Filtro 0.2 um
hematocrito = Papel Parafilm

Vaso precipitados (500 mL)
= Micropipetas graduadas
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4.3. Reactivos

Randox 2 (reactivo de control de calidad en quimica clinica; Lote:
345TYD; Vencimiento: Mayo/2018)

Solucion de Turk (Acido acético 3%)

Solucién Fisiologica (NaCl 0.9%)

Tincion panoptico: Solucion fijadora (metanol); Colorante acido
(solucion tamponada de xanteno); Colorante basico (solucion de
tiazina)

Aceite de inmersion

Agua destilada

EDTA al 10%

Etanol al 70° GL

Cloroformo

4.4. Equipos

Balanza analitica Modelo BP — 210S Sartorius, industria Japonesa.
Liofilizador Modelo CHRIST, Alpha 2 -4, GERMANI.

Rota evaporador Modelo Heidolph, Laborota GERMANI.

Bafio Maria marca Quimis, industria Brasilera.

Microscopio: Marca OLYMPUS CX 31, Industria Japonesa

Analizador Quimico: Stax Fax 4542, AWARENESS, Industria
Americana

Centrifugadora

Micro centrifugadora

Contador celular
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5.  METODOS
5.1. Recoleccion del material vegetal

Las semillas de A. caudatus fueron colectadas en la comunidad de Tomina,
Segunda seccion, Provincia Tomina departamento de Chuquisaca, que se encuentra a
una latitud de 19°30°07°’ oeste, su altitud es de 2700 m.s.n.m.

Las semillas de L. mutabilis fueron colectados en la comunidad de
Ancoraimes, segunda seccion de la provincia Omasuyos del departamento de La Paz.
Se encuentra a una latitud de 15°54°32”” sur y longitud oeste 68°52°3”’, su altitud es
de 3825 m.s.n.m. Las cuales fueron autentificadas por el Herbario Nacional de
Bolivia, posteriormente las semillas fueron clasificadas, separadas, almacenadas y

procesadas en instalaciones del Instituto de Investigaciones Farmaco —Bioquimicas.

Las muestras de L. mutabilis molidos sin cascara fueron proporcionados por el
Laboratorio de alimentos AGRONAT S.A. en convenio con el Instituto de
Investigaciones Farmaco — Bioquimicas para su posterior analisis y evaluacion de
parametros bioquimicos
5.2  Preparacion del extracto acuoso de L. mutabilis Sweet sin cascara

Las muestras de L. mutabilis molidos sin cascara fueron sometidos a una
maceracion acuosa en frascos de vidrio de 1 litro que fueron cerrados
herméticamente, los cuales fueron depositados durante un periodo de 96 horas,
siendo agitada cada 8 horas. La solucion se filtr6 a través de papel filtro whatman, y
esta fraccion fue concentrada a presién reducida en un rotaevaporador (110 rpm y a
35 °C) para eliminar el exceso de solvente de la muestra. La maceracion obtenida se

Ilevé a congelacion a — 70 °C por 3 dias para su posterior liofilizacion.
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Esquema 1.
Marcha de extraccién acuosa del Lupinus mutabilis Sweet sin cascara

r

1000 g de polvo seco de Lupinus mutabilis Swet ]

\

1" extraccion acuosa por 2da extraccion acusa por
72hrs, agitando cada 8hrs 72hrs, agitando cada 8hrs

I Filtracion I

Concentraciéon a presion
reducida (Rotaevaporador)

[ Liofilizacién ]
[ % de rendimiento ]

Rendimiento
1000 g de Materia prima ------------------ 100% de EA-Lm
182 g.m-mmmmmmm e X

Rendimiento. = 18,2 %
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ilis Sweet (Tarwi)

Figura 3. Maceracion del Extracto acuoso de Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara
Fuente: 1IFB — UMSA

e ,
Figura 4. Filtracion del Extracto acuoso de Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara
Fuente: IIFB — UMSA
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tracto acuoso de Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara.

Figura 5. Concentracién del Ex
Fuente: IIFB — UMSA

Figura 6. Liofilizacion del Extracto acuoso Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara.
Fuente: IIFB — UMSA
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5.3. Condiciones y Mantenimiento de Ratones

Se utilizaron ratones albinos suizos de ambos sexos, con un peso corporal
comprendido entre 20 y 25 g. Todos los animales fueron criados y mantenidos
adecuadamente en el bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas, Universidad Mayor de San Andrés, con ciclos de 12 horas luz y 12
horas oscuridad, con alimento y agua ad libitium. EI nimero de animales utilizados
para cada ensayo fue de 10. El Protocolo del ensayo realizado fue revisado y
aprobados por el Comité de Etica institucional para el Cuidado y Uso de los

Animales de Laboratorio.

La administracion de los grupos de tratamiento a diferentes dosis fue por via

oral, utilizando una canula intragastrica N° 22 (Figura 7).

Figura 7. Administracion via oral en ratones albinos Swiss
Fuente.- 1IFB — UMSA

38



IIFB - UMSA Area Biogquimica Clinica

5.4. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA A DOSIS UNICAS

5.4.1. Determinacion de la dosis letal media DLsq

La evaluacion de la DLsy de los Extracto Acuoso del Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (Amaranto) se realizd en base de la
metodologia descrita por el CYTED y la OECD., 2001. Para esta evaluacion se
determind el porcentaje de sobrevivencia y/o mortalidad en un tiempo de
observacion de 24 horas, de acuerdo al disefio experimental (Tabla 6) se utiliz6
aleatoriamente tres grupos de ratones de 10 (5 hembras y 5 machos) por cada
extracto utilizado, se utilizd ratones con un peso comprendido entre 20 - 25g.
Tabla 6

Disefio experimental para la determinacion de la DLs,.

Tratamiento Especie: Ratones  N°de Grupo Dosis
albinos Swiss ~ animales

Hembras 5 1000 mg/kg

A. caudatus I 2000 mg/kg
Machos 5 3000 mg/kg

Hembras 5 1000 mg/kg

L. mutabilis Sweet 1| 2000 mg/kg
Sin cascara Machos 5 3000 mg/kg
Hembras 5 1000 mg/kg

L. mutabilis Sweet I 2000 mg/kg
Con cascara Machos 5 3000 mg/kg
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5.5. Evaluacion de la toxicidad aguda en ratones
Una vez realizado la administracion de los extractos se observé y se determinaron
efectos sobre el SNC a los 30, 60, 120, 240, 480 minutos hasta las 24 horas:
Tabla 7

Parametros de evaluacion del Test hipocratico para la evaluacion de la toxicidad a
dosis Unicas

Nombre del experimento:

Nombre del evaluador: Fecha Hora
Sexo: Peso:
Tratamiento: Via de Adm.:

TIEMPO POST ADM 30 60 120 | 240 | 480 | 24 h Obs.

(Minutos/ Horas)
OBSERVACIONES

SNC

Disminucion de la actividad motora

Ataxia

Perdida reflejo de ereccion

Paralisis de patas anteriores

Pardlisis de la cabeza

Pérdida de la habilidad prensil

Reaccion de alarma

Reflejo corneal

O©| O N O O &~ W N B~

Reflejo pineal

=
o

Tremores finos del cuerpo

[E=Y
(=Y

Fasciculaciones

[EEN
N

Convulsiones cldnicas

[EEN
w

Ereccion de la cola (Straub)
REGULACION AUTONOMICA

14 | Salivacion

15 | Lagrimacion
16 | Miccion
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Al concluir el periodo experimental se procedid al sacrificio de los animales
por inhalacion de dioxido de carbono para el posterior estudio anatomopatolégicos

macroscopico del corazén, rifion, bazo, pulmones, higado, estomago e intestinos.

5.6. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DOSIS CONTINUA

DE 1000 mg/kg

La determinacion del ensayo de toxicidad aguda a dosis continuas en ratones
fue realizado a dosis de 1000 mg/kg de peso corporal y evaluados de acuerdo al Test
hipocratico del CYTED (Tabla 9) evaluados a los tiempos 1,7 y 14 dias y segun lo
establecido por las normas de la Organizacion para la Colaboracion Economica y el
Desarrollo (OECD). Para el disefio experimental (Tabla 8), se utilizaron 10 ratones
albinos suizos por cada grupo (5 hembras y 5 machos) los cuales fueron conformados
de manera aleatoria. Los animales fueron distribuidos en grupos de 10 (5 hembras y
5 machos) por grupo, con un peso corporal comprendido entre 20 -25 g, todos los
animales fueron mantenidos en condiciones experimentales de humedad, temperatura
(20 £ 2 °C) y fotoperiodos (ciclos de 12 hrs luz/12 hrs oscuridad). La alimentacion

consistié en ratonina peletizada y agua ad libitum.
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Tabla 8
Disefo experimental para la toxicidad aguda a dosis continua.

Tratamiento Especie: Ratones  N°de Grupo Dosis
albinos Swiss  animales

Sol. Fisioldgica Hembras 5
NaCl 0.9% I -

Machos 5
Hembras 5

A. caudatus I 1000 mg/kg
Machos 5
Hembras 5

L. mutabilis Sweet I 1000 mg/kg
Sin cascara Machos 5

Las sustancias de ensayo fueron administrados con un ayuno previo de 6
horas por via oral mediante canula intragastrica, a dosis Unica de 1000 mg/kg de peso
corporal, teniendo en cuenta la ausencia de signos o sintomas de toxicidad por esta
via de administracion.

Los animales fueron observados individualmente durante los primeros 30
minutos post administracion con especial atencion durante las primeras 4 horas y
diariamente hasta los 14 dias del experimento, registrandose signos y sintomas de

toxicidad.
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Figura 8. Evaluacion de la toxicidad aguda
Fuente: 1IFB - UMSA

Las observaciones estuvieron dirigidas a la determinacion de: muerte y
tiempo de ocurrencia de la misma, signos y sintomas de toxicidad incluyendo

parametros del Test hipocréatico tal como se observa en la Tabla 12.
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Tabla 9

Area Biogquimica Clinica

Parametros de evaluacion del Test hipocratico para la evaluacion de la toxicidad a

dosis continda

Nombre del experimento:

Nombre del evaluador:

Fecha

Hora

Sexo:

Peso:

Tratamiento:

Via de Adm.:

TIEMPO POST ADM (dias)

11

12

13

14

Obs.

OBSERVACIONES

SNC

Disminucion de la actividad

motora

Ataxia

Perdida reflejo de ereccion

Pardlisis de patas anteriores

Paralisis de la cabeza

Pérdida de la habilidad prensil

Reaccion de alarma

Reflejo corneal

O©| O N O O & W N

Reflejo pineal

(WY
o

Tremores finos del cuerpo

=
[E=Y

Fasciculaciones

=
N

Convulsiones cldnicas

(I
w

Ereccidn de la cola (Straub)

REGULACION
AUTONOMICA

14

Salivacion

15

Lagrimacion

16

Miccion
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Se controld el peso vivo de los animales en los dias 0, 7 y 14 del experimento
como uno de los parametros demostrativos de toxicidad.

Al concluir el periodo experimental se procedio al sacrificio de los animales
por inhalacion de dioxido de carbono para la posterior recoleccion de la toma de
muestra sanguinea y el estudio anatomopatoldgicos macroscopico del corazon, rifién,

bazo, pulmones, higado, estomago e intestinos.
5.7. Recoleccion de la muestra

La recoleccidn de la muestra sanguinea fue realizada via intracardiaca segun
el manual para el manejo de animales con fines de experimentacién y ensefianza de

la Universidad de Juares Auténoma de Tabasco - México
5.7.1. Procedimiento

Sujecion e inmovilizacion: El modelo animal “roedor” fue sujetado de la
siguiente manera: El animal se ubic6 en decubito supino para garantizar ausencia de

reflejos (corneal y podal).

» Preparacion de materiales y exposicion de la zona.

Para la preparacién del roedor se debe palpar la zona esternal con los dedos
indice y pulgar a nivel de la costilla aproximadamente. El dedo pulgar se ubica en el
costado lateral izquierdo y el anular en el derecho. Lentamente se ubica el punto de

mayor intensidad cardiaca (PMIC) y el dedo pulgar se coloca caudal a este.
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= Ubicacion de la aguja-jeringa

Con la otra mano se sostiene la jeringa y se ubica la aguja en angulo de 45%
directamente sobre el PMIC. Lentamente se introduce la aguja un centimetro
aproximadamente y se observa si hay salida de sangre a través de la aguja por
capilaridad. En caso negativo se puede reubicar la aguja con muy leves movimientos,
direccionando la aguja hacia craneal y caudal. Con una adecuada ubicacién,
lentamente se empieza a succionar la sangre con el dedo pulgar, la mano debe estar

fija y solo debe moverse el dedo para evitar malas reubicaciones

» Retiro del instrumento y observacion del animal
Una vez obtenido la muestra se debe realizar una presion en zona de puncion
con un algoddn con el objetivo de detener el posible sangrado, asi mismo una vez

obtenido la muestra se debe garantizar la eutanasia del roedor.

o o O W WA @
Figura 9. Puncion cardiaca en ratones Swiss albinos
Fuente: Bioterio, IIFB - UMSA
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Culminacion de la
evaluacion de la toxicidad

Preparacion de los ratones = |dentificacion de grupo
previo a la extraccion tratado
. = Pesaje (masa corporal)

» Para la evaluacion de\
Preparacion de material de parametros  hematoldgicos,
puncion capilares con EDTA-Kj;
= Jeringa de 1 mL ajuga (rojos)
N° 25 G (desmontable) ] =Para la evaluacién de

parametros bioquimicos,

Kcapilares sin anticoagulante/

Eutanasia Quimica en
camara con dioxido de
carbono (CO,)

Extraccion de la sangre por puncion
intracardiaca
= Fijar al raton en posicion decubito
supino

Introducir la aguja al lado
izquierdo del raton del area
torécica hasta el corazon

Succionar con el dedo pulgar la
jeringa hasta obtener un flujo
continuo de muestra sanguinea

{Transfenr la muestra sanguinea

~N

en diferentes tubos capilares para
realizar el andlisis bioquimico y
hematoldgico

J

Examen macroscopico y pesaje de 6rganos
internos

Figura 10. Procedimiento para la obtencién de la muestra sanguinea por puncién

cardiaca.
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[ Sangre total — 1mL

anticoagulante EDTA — K3

\
[ Separar la muestra _[ Sangre total en capilares rojos con ]

p
Sangre total en capilares azules sin A L .
anticoagulante EDTA — K Analisis hematoldgico

.

r

Centrifugar a 10000 rpm por 5 min ]

\

Separar el suero en
tubos eppendorf

[ Determinacion de los indicadores bioguimicos ]

4[ Control de calidad Interno J

Transaminasas
" AST [ Suero control - RANDOX ]

= ALT Nivel I1

Figura 11. Diagrama de fases de operacion en la determinacion de andlisis
Bioquimico
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58 ANALISISHEMATOLOGICO

El Hemograma completo se determiné la concentracién de la hemoglobina,
conteo de eritrocitos, hematocrito y leucocitos totales. El conteo diferencial incluyo
conteo de neutréfilos (N), linfocitos (L), monocitos (M), eosinéfilos (E) y basofilos
(B); se determind mediante técnica tradicional de extension de sangre y los

resultados se expresaron en porcentajes (%).

5.8.1 Determinacion de hematocrito y hemoglobina

La determinacion se realizd en base a procedimientos estandarizados de
acuerdo con el Comité Internacional de Estandarizacion en Hematologia y el Comité
Nacional para Estandares en la Clinica y el Laboratorio (Bull y col., 2003). Es un
estudio de laboratorio que nos orienta para el diagndstico y alteracién en la sangre
por que nos va determinar en términos de porcentaje la concentracion de los glébulos
rojos. EI método de preferencia para la determinacion de hematocrito es la
microcentrifugacién de sangre total en un tubo capilar (micrométodo), es una técnica

sencilla, barata y accesible a laboratorios de baja complejidad.

El método se basa en medir el empaquetamiento de la columna de
eritrocitos cuando la sangre total con anticoagulante se somete a la accion de la
fuerza centrifuga. Se trata de un indicador clave del estado corporal de
hidratacion, anemia o pérdida de sangre, asi como la capacidad de la sangre para

transportar oxigeno.
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58.1.1

5.8.1.2

Materiales

Capilares rojos (con anticoagulante).

Microcentrifugadora.

Plastilina.

Lector de hematocrito, modelo Critocaps (Oxford, McCormick

Scientific).

Procedimiento

Para el analisis hematoldgico, la sangre fue extraida a través de una
jeringa via intracardiaca y colectada en capilares heparinizados.

Se obtuvo la muestra via puncién intracardiaca.

Se transfirié la muestra obtenida en la jeringa a los tubos capilares de
vidrio color rojo (con anticoagulante), desechable no graduado de 1
mm de diametro inferior, 7,5 cm de longitud y paredes de 0.2 a 0.25
mm de grosor y se dejo que pase por gravedad hasta tres cuartas partes
del capilar y se realizé el sellado o taponamiento con plastilina.

Se llevé los capilares a la microcentrifugadora colocandole en uno de
los canales el lado de la plastilina en direccion interna y el otro
extremo en direccién externa siempre haciendo contacto con el borde
de la microcentrifugadora.

Fue centrifugada a 10.000 rpm en un tiempo de 5 minutos.

Una vez centrifugado los capilares fueron retirados del equipo y se
[levo al lector de hematocrito siempre con la base de la plastilina en la
base del lector donde cruza la linea cero y el otro extremo con las

lineas de borde de la concentracion de los glébulos rojos.
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= Se realizo la lectura utilizando el lector de tubos de microhematocrito
colocando el extremo inferior de la columna de sangre en la linea
correspondiente a 0 y el extremo superior en la linea correspondiente
al 100, la determinacién del hematocrito se realizo por duplicado.

= La estimacion de la hemoglobina (Hb) se efectué empleando la tabla

de valores normales del volumen globular por el hematocrito.

Figura 12. Carta de lectura de hematocrito
Fuente: IIFB — UMSA

= Cdlculo

Aire X —=> 100 e? ‘—193(‘13-
Y>> 52

Ejemplo, caso propio:

Plasma Y=24cm

% X=5,8cm
|— £
2

s -
- é é?= 399_5%?‘.4_ =41,4%

=2
=

Hematies
(glébulos rojos)

X
Y = hematies

Tapdénde
plastilina

Figura 13. Célculo para la determinacion del porcentaje de hematocrito
Fuente:http://laboratoriohematologiadefelipe.blogspot.com/2015/05/he
matocrito.html.
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5.8.2 Recuento de globulos blanco

El recuento de glébulos blancos se realizo en base a la metodologia descrita
por Vives (1987), que consiste en realizar el recuento de los leucocitos presentes en
una dilucion de sangre. La técnica consiste en diluir la sangre anticoagulada con
EDTA en liquido de Turck y realizar el recuento de las células mediante
hemocitdmetro o cdmara de recuento utilizando un microscopio Optico. Protegen
frente a infecciones y juegan un papel importante en inflamaciones y en respuestas
alérgicas, ademas de proteger contra el cancer.

Para calcular el valor total de recuento se tomd en cuenta la dilucion

realizada, el area contada y la altura de la cAmara.

5.8.2.1 Materiales y Reactivos
= Camara Neubauer
= Microscopio
= Contador Celular
= Pipeta de Thoma de Leucocitos
= Solucion de Turk
5.8.2.2 Procedimiento
1. Se preparé un tubo con 380 pL de solucion de Turck
2. Se pipeted 20 pL de sangre
3. Se transfirio 20 pL de sangre en el tubo con diluyente y se procedi6 a
mezclar suavemente la sangre y el diluyente
4. Se coloc6 una gota en la camara de Neubauer por capilaridad toda la

superficie
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5. Se dejo en reposo durante 5 minutos para que sedimenten los
leucocitos

6. Enfocar la cAmara con el objetivo de 10x

7. Se procedio6 a la lectura con el microscopio con el objetivo de 10x y el
contador celular realizando el conteo de todos los leucocitos presentes
en los 16 cuadros de los 4 cuadros grandes situados en las esquinas de
la camara.

8. Se realizd el céalculo de leucocitos de la muestra (expresado en
leucocitos por mm? de sangre) teniendo en cuenta la dilucién realizada

y el volumen total en la que se ha realizado el recuento.

Para obtener el resultado final se utilizo la siguiente formula:

Numero de leucocitos pormm°=L-D - CV

L = Numero de leucocitos contados
D = Es el factor de dilucion

CV=Es la correccion del volumen

Para aplicar la formula anterior se tomo en cuenta las siguientes consideraciones:
1. Como se ha mezclado 20 microlitros de sangre y 380 microlitros de solucion
de Turck la dilucion realizada es 1:20. Por tanto se multiplica por 20 (D = 20)
2. Como el recuento de leucocitos se hizo en 16 cuadros de los 4 cuadros
grandes situados en las esquinas de la camara, por lo tanto el volumen total en

el que se ha realizado el recuento es 0.1 mm® x 4 = 0.4 mm?>. Como el
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resultado del recuento se tiene que expresar por mm? la correccién de
volumen (CV) seré igual a 1/0.4 mm?® = 2.5.
Por lo tanto:
Numero de leucocitos por mm?® = Numero de leucocitos contados - 2.5 - 20
Numero de leucocitos por mm?® = Numero de leucocitos contados - 50
Calculo:

Area total de cuadrados contados = 4 x 1 mm? = 4mm?

Volumen de la cdmara (altura = 0.1 mm) = 4 mm? x 0.1 mm = 0.4
mm?
Se han contado todos los leucocitos en un volumen de 0.4 (=2/5) mm?, por lo

que si el numero obtenido es B, la cifra de leucocitos en 1 mm3 de sangre diluida

sera igual a B x 5/2. Finalmente, la cifra de leucocitos se obtendra multiplicando por

20 (factor de dilucion) el valor obtenido anteriormente (B x 5/2) (Vives., 1987).
5.8.3 Recuento diferencial de glébulos blancos

El recuento diferencial de glébulos blancos se realizd en base a la
metodologia descrita por Vives (1987), realizando un recuento total de 100
leucocitos en una lamina periférica previa tincion modificada de Romanowsky
(Pandptico rapido). La presencia de subpoblaciones linfocitarias fue expresada en
porcentajes (%).

El recuento diferencial de leucocitos es una parte rutinaria de biométrica
hemética que puede ser util en la valoracion de una infeccion o inflamacion, en la

determinacién de los efectos de intoxicacion posible por sustancias quimicas o
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drogas, en monitoreo de trastornos sanguineos como la leucemia, y en los efectos
secundarios de tratamientos como la quimioterapia.

Pueden diferenciarse 5 tipos de leucocitos maduros (Neutréfilos,
Eosindfilos, Basodfilos, Monocitos y Linfocitos) basdndose en general en las
siguientes caracteristicas:

« Tamafo de la célula

X4

Forma del ntcleo

*,

+¢+ Contenido de granulos

X4

Consistencia de la cromatina nuclear

*,

++ Coloracién de los granulos

5.8.3.1 Materiales

Microscopio

= Portaobjeto de vidrio

= Papel secante

= Contador celular

= Cronometro

= Aceite de inmersion

= Alcohol metanol fijador
= Eosina

= Colorante policromatico
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5.8.3.2 Procedimiento

= Inicialmente la muestra fue homogenizada para realizar el frotis

= El extendido se realiz6 con el portaobjeto a 20 o 30 grados tocando

la gota de sangre y esperando a que la sangre se distribuya por

capilaridad en el extremo del portaobjeto extensor deslizando

suavemente sobre el otro primer portaobjeto

= Una vez obtenido el extendido se dejo secar el frotis

=  Serealizd la tincion correspondiente de la siguiente manera:

a.

La fijacion de la extension en metanol absoluto fue de 30
segundos aproximadamente.

Se procedio a tefiir con la solucién de eosina por 20 segundos
Se procedio a enjuagar con agua de la llave.

Se introdujo la extension en solucion de azul de policromo
durante 30 segundos.

Se procedié a realizar el enjuague con agua de la llave, dejar

escurrir el agua y dejar secar al aire libre.

=  Se colocd una gota de aceite de inmersion y se procedio a la lectura

en microscopio con el objetivo de 100x
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Sangre total — 1mL

. J

Sangre total en capilares azules sin

Separar la muestra anticoagulante EDTA — K3

\ J

Sangre total en capilares rojos con Jlisis Bioquimi
anticoagulante EDTA — K3 Analisis Bioguimico

Transferir la muestra a
los tubos eppendorf

Determinacion de los indicadores hematoldgicos

Recuento de células sanguineas Cuantificacion del hematocrito y
hemoglobina

Recuento de Eritrocitos

p
Recuento de Leucocitos
(Método manual en cdmara Neubauer)

\

r

Recuento diferencial de leucocitos
(Método visual en placa en %)

\

Figura 14. Diagrama de operacion en la determinacion de pardmetros

hematoldgicos.
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5.8.4 DETERMINACION DE TRANSAMINASAS

La determinacion de las enzimas (AST y ALT) se realizd por el Método

Cinético —

UV, TECO DIAGNOSTICS, en el equipo STAX FAX 4542 bajo

programacion de longitud de onda, calculos y condiciones de lectura.

El uso de los reactivo se ajusta a la formulacidén recomendada por la (IFCC).

5.8.4.1 Materiales

Micropipetas de 50, 100 uL
Tips
Tubos de lectura (12 x 75 mm)

Equipo Stax Fax Awareness 4542

5.8.4.2 Procedimiento

1.

Reconstituir el reactivo (ALT) con agua destilada (12 mL) segun
instrucciones TECO — DIAGNOSTICS, USA y homogenizar el reactivo
liofilizado hasta su completa disolucién.

Programar y estandarizar bajo condiciones de lectura el Analizador
Quimico — Stax Fax Awareness 4542 a una longitud de onda a 340 nmy
leer como blanco agua destilada.

Pipetear 1.0 mL de reactivo a tubos de lectura (Blanco, Estandar y
Muestra) y pre incubar a 37 °C durante 3 — 4 min.

Afadir 100 uL de la muestra (suero) homogenizar y llevar
inmediatamente a lectura en el equipo, el equipo medira la absorbancia
en tiempos de prelectura y lectura y calculara la diferencia de

absorbancias.
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Tabla 10

Método para la determinacion de Aspartato aminotransferasa (AST) en suero.

En tres tubos marcados B (Blanco), S (Estandar) y M (Muestra)

Blanco Estandar Muestra 1

Reactivo A (/AST)

Colocar en Bafio seco a 37 °C 3 — 4 minutos

Lectura
Blanco: 1 mL Reactivo » Resultado
Lectura
Estandar: 1 mL Reactivo + 100 ul Estandar » Resultado
Lectura
Muestra: 1 mL Reactivo + 100 ul Suero » Resultado

Tabla 11

Método para la determinacion de Alanina aminotransferasa (ALT) en suero.

En tres tubos marcados B (Blanco), S (Estandar) y M (Muestra)

Blanco Estandar Muestra 1
Reactivo A (ALT)

Colocar en Bafio seco a 37 °C 3 — 4 minutos

Lectura
Blanco: 1 mL Reactivo » Resultado
Lectura
Estandar: 1 mL Reactivo + 100 ul Estandar » Resultado
Lectura
Muestra: 1 mL Reactivo + 100 ul Suero » Resultado
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Figura 15. Determinacion de las Aminotransferasas — Stax Fax 4542

Fuente: IIFB — UMSA

5.9 Analisis estadistico.

Los resultados de este trabajo fueron procesados con el paquete estadistico de
Microsoft Office Excel 2013 y almacenados en una base de datos segun el programa
Statgraphics para Windows 8. Para establecer si las diferencias entre ambos grupos
(tratado y control) fueron estadisticamente significativas se utilizo la prueba de t de
Dunnet (bilateral). Se acepté p<0,05; p<0,01 como indicadores de las diferencias
estadisticamente significativas. Los resultados obtenidos se exponen como el

promedio de grupo * desviacién estandar.
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6 RESULTADOS
6.1. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA A DOSIS UNICAS

DE 1000, 2000 y 3000 mg/Kg.

6.1.1. Extracto: Amaranthus caudatus
6.1.1.1. Evaluacién de parametros de toxicidad hasta los 30 min

Se puede observar (Tabla 12) la presencia de sintomas durante los primeros 30
min, observando la presencia de conducta pasiva (4 ratones) y conducta temerosa (4
ratones) no significativos en comparacion al grupo control (solucion fisioldgica) a
dosis de 2000 y 3000 mg/kg, estos sintomas sugieren no ser indicativos de toxicidad
debido a la presencia de igual manera en el grupo control.
Tabla 12
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 30

min después de la administracion del Extracto Acuso A. caudatus (EA — Ac) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. cldnicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 1/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 2/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 30 min
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6.1.1.2. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto acuoso Amaranthus

caudatus a los 60 min

Se puede observar (Tabla 13) la presencia de sintomas a los 60 min,
observando sintomas en conducta pasiva (2 ratones) y conducta temerosa (2 ratones)
significativos (*) en comparacion al grupo control (solucién fisioldgica) a dosis de

2000 y 3000 mg/kg.

Tabla 13

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 60

min después de la administracion del Extracto Acuso A. caudatus (EA — Ac) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clénicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 1/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 1/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 30 min
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6.1.1.3.  Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso

Amaranthus caudatus a los 120 min, 240 min y 24 horas.

La tablas 14 muestra la ausencia de sintomas indicativos de toxicidad
observado en los grupos de tratamiento en ratones hembras y machos a diferentes
dosis a los tiempos de 120 min, 240 min Yy extendiéndose hasta las 24 horas,
mostrando en todos los grupos un comportamiento habitual similar no significativo

en comparacion al grupo control.

Tabla 14
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos a los 120 min,
240 min y 24 horas posterior a la administracion del Extracto Acuoso Amaranthus

caudatus (EA — Ac) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clénicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 05 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

H: Hembras; M: Machos
Nota: No presentan sintomas de toxicidad
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6.1.2. Extracto: Lupinus mutabilis Sweet - sin cascara

6.1.2.1. Evaluacién de parametros de toxicidad hasta los 30 min

Se puede observar (Tabla 15) la presencia de sintomas durante los primeros 30 min,
observando la presencia de conducta pasiva (8 ratones) y conducta temerosa (9
ratones) no significativos en comparacion al grupo control (solucién fisiolégica) a
dosis de 2000 y 3000 mg/kg respectivamente, estos sintomas sugieren no ser

indicativos de toxicidad debido a la presencia de igual manera en el grupo control.

Tabla 15
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 30
min posterior a la administracion del Extracto Acuso Lupinus mutabilis Sweet (EA —

Lm) sin cascara (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
M 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5
1000 mg/lkg H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 3/5*
M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 3/5* 3/5*
M 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 3/5*

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 30 min
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6.1.2.2. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus
mutabilis Sweet sin cascara a los 60 min
Se puede observar (Tabla 16) la presencia de sintomas a los 60 min,
observando sintomas en conducta pasiva (5 ratones) y conducta temerosa (4 ratones)
significativos (*) en comparacion al grupo control (solucién fisioldgica) a dosis de

2000 y 3000 mg/kg respectivamente.

Tabla 16
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 60
min posterior a la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet

(EA —Lm) sin cascara (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.ténicas C.clénicas Analgesia C.pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 2/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 1/5*

M 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 1/5*

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 60 min
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6.1.2.3. Evaluacion de pardmetros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus
mutabilis Sweet sin cascara a los 120 min, 240 min y 24 horas.

La tablas 17 muestra la ausencia de sintomas indicativos de toxicidad
observado en los grupos de tratamiento en ratones hembras y machos a diferentes
dosis a los tiempos de 120 min, 240 min y extendiéndose hasta las 24 horas,
mostrando en todos los grupos un comportamiento habitual similar no significativo

en comparacion al grupo control.

Tabla 17
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos a los 120, 240
y 24 horas posterior a la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet

(EA —Lm) sin cascara (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

H: Hembras; M: Machos
Nota: No se presentan sintomas de toxicidad
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6.1.3. Extracto: Lupinus mutabilis Sweet - con cascara

6.1.3.1. Evaluacién de parametros de toxicidad hasta los 30 min

Se puede observar (Tabla 18) la presencia de signos durante los primeros 30
min, se puede evidenciar la presencia de signos (*) significativos en comparacion al
grupo control como: Ataxia, conducta pasiva, conducta temerosa a dosis de 2000
mg/kg, sin embargo a dosis de 3000 mg/kg los ratones ademéas de los signos
mencionados expresaron Convulsiones tonicas, Convulsiones clonicas y en
consecuencia la muerte de 4 ratones (2 Hembras; 2 Machos) que evidencia niveles

indicativos de toxicidad del EA — Lm con cascara.

Tabla 18
Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 30 min

posterior a la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet — con

cascara (EA —Lm) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000mglkg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/lkg H 1/5* 0/5 0/5 0/5 4/5* 4/5*

M 1/5*% 0/5 0/5 0/5 2/5* 3/5*
3000mgkg H  3/B*  2/5* 2/5* 0/5 4/5* 4/5*

M 2/5* 2/5* 2/5* 0/5 3/5* 3/5*

H: Hembras; M: Machos

* Signos expresados a los 30 min, generando letalidad en 4 ratones (H: 2; M: 2)
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6.1.3.2. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus

mutabilis Sweet con cascara a los 60 min

Se puede observar (Tabla 19) los parametros del test hipocréatico a los 60
min, se puede evidenciar la presencia de signos (*) significativos en comparacion al
grupo control como: Ataxia, conducta pasiva, conducta temerosa a dosis de 2000
mg/kg, sin embargo a la dosis de 3000 mg/kg ademas de los signos expresados 1
raton hembra presentdé Convulsiones ténicas, Convulsiones clonicas y en
consecuencia su muerte. La letalidad de ratones a dosis de 3000 mg/kg en EA- Lm

con cascara a un tiempo de observacion de 60 min fue de 5 ratones

Tabla 19

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 60
min después de la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet — con
cascara (EA —Lm) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/lkg H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H 1/5 0/5 0/5 0/5 4/5* 4/5*

M 1/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 3/5*
3000mg/kg H 172 1/2 1/3* 0/2 2/2* 2/2*

M 3/3 0/3 0/3 0/3 3/3* 3/3*

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados, generando letalidad en 1 ratén (H: 1)
Total letalidad a los 60 min: 5 (H: 3; M: 2).
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6.1.3.3. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus
mutabilis Sweet con cascara a los 120 min

Se puede observar (Tabla 20) los signos a los 120 minutos post administracion, se

puede evidenciar la presencia de signos (*) significativos en comparacion al grupo

control (solucion fisiologica) como: Conducta pasiva y Conducta temerosa en

ratones hembras y machos administrados de EA — Lm a dosis de 2000 y 3000 mg/kg.

Tabla 20

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 120
min posterior a la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet — con

cascara (EA — Lm) (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C. tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000mg/kg H  1/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 1/5*

M 1/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 1/5*
3000 mg/kg H 1/2 1/2 1/2 0/2 1/2* 1/2*

M 3/3 0/3 0/3 0/3 1/3* 2/13*

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 120 min.
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6.1.3.4. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus
mutabilis Sweet con cascara a los 240 min
En la Tabla 21 se puede observar los signos a los 240 minutos, se puede
evidenciar la presencia de signos (*) significativos en comparacién al grupo control
(solucion fisiologica) como: Conducta pasiva y Conducta temerosa en ratones

administrados de EA — Lm con cascara a dosis de 2000 y 3000 mg/kg.

Tabla 21

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta los 240
min posterior a la administracion del Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet

(EA — Lm) —con cascara (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tonicas C. clonicas Analgesia C. pasiva C.temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/lkg H  0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000mg/kg H  0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5*
3000 mg/kg H 0/2 0/2 1/2 0/2 1/2* 1/2*

M 23 0/3 0/3 0/3 1/3* 2/3*

H: Hembras; M: Machos
* Sintomas presentados a los 240 min.
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6.1.3.4. Evaluacion de parametros de toxicidad del Extracto Acuoso Lupinus
mutabilis Sweet con cascara a las 24 horas.
La tabla 22 muestra la ausencia de sintomas indicativos de toxicidad
observado en los grupos de tratamiento en ratones hembras y machos a diferentes
dosis y a un tiempo de observacion de 24 horas mostrando en todos los grupos un

comportamiento habitual similar no significativo en comparacion al grupo control.

Tabla 22

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos hasta las 24
horas posterior a la administracion del extracto acuso Lupinus mutabilis Sweet (EA —

Lm) — con cascara (N=10).

Dosis Sexo Ataxia C.tdnicas C. clénicas Analgesia C. pasiva C. temerosa
S.F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 mg/kg  H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2000 mg/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3000 mg/kg H 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

M 23 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

H: Hembras; M: Machos
Nota: No se presentan sintomas de toxicidad
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6.2. EVALUACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA DLs,

6.2.1. Extracto: Amaranthus caudatus

La tabla 23 muestra la determinacion de la Dosis Letal Media (DLsg) del
Extracto acuoso de Amaranthus caudatus a dosis de 1000, 2000 y 3000 mg/kg, se
observd que no existieron anormalidades clinicas evidentes a través del test
hipocratico, se registré una conducta normal en los animales con respuesta habitual a
los estimulos nociceptivos, asi como consumo de alimentos y agua como
corresponde a su especie, por lo tanto no se observd letalidad en ninguna de las dosis

ensayadas.

Tabla 23

Porcentaje de mortalidad en 24 horas y signos de toxicidad observados en ratones
machos y hembras después de la administracion oral del Extracto acuoso de

Amaranthus caudatus (EA — Ac) (N=10).

Dosis Mortalidad Signos de toxicidad Animales que Porcentaje de

(mg/kg) (%) mostraron signos  sobrevivencia
de toxicidad

S.F. 0 0 0 100%

1000 0 0 0 100%

2000 0 0 0 100%

3000 0 0 0 100%

DLso: no se presenta mortalidad
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6.2.2. Evaluacion de la Dosis Letal Media (DLsy) del extracto Lupinus
mutabilis Sweet — Sin cascara
En la siguiente tabla se puede observar la evaluacion de la Dosis Letal Media (DLsp)
del Extracto acuoso de Lupinus mutabilis Sweet — Sin cascara a dosis de 1000, 2000
y 3000 mg/kg, no se observd anormalidades clinicas evidentes a través del test
hipocratico, se registrd una conducta normal en los animales con respuesta habitual a
los estimulos nociceptivos, asi como consumo de alimentos y agua como
corresponde a su especie, por lo tanto no se observd letalidad en ninguna de las dosis

ensayadas.

Tabla 24

Porcentaje de mortalidad en 24 horas y signos de toxicidad observados en ratones
machos y hembras después de la administracion oral del Extracto Acuoso de

Lupinus mutabilis Sweet (EA —Lm) Sin cascara (N=10).

Dosis Mortalidad Signos de toxicidad Animales que Porcentaje de

(mg/kg) (%) mostraron signos  sobrevivencia
de toxicidad

S.F. 0 0 0 100%

1000 0 0 0 100%

2000 0 0 0 100%

3000 0 0 0 100%

DLso: no mortalidad

73



IIFB - UMSA Area Biogquimica Clinica

6.2.3. Evaluacion de la Dosis Letal Media (DLsy) del extracto Lupinus

mutabilis Sweet — con cascara

En la tabla 25 se puede muestra la evaluacion de la Dosis Letal Media
(DLso) del Extracto acuoso del Lupinus mutabilis Sweet — con cascara. Se pudo
observar que a dosis de 1000 y 2000 mg/kg no se observd letalidad en ninguno de
los animales tratados, sin embargo a dosis de 3000 mg/kg y a partir de los 30 min y
hasta los 60 min de observacion los ratones expresaron signos de convulsiones
tonico-clonicos que llevaron a la muerte de 5 animales de experimentacién (3 ratones
hembras y 2 ratones machos), logrando determinar de esta manera la DLsy que
corresponde a 3000 mg/kg para el Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet — con

cascara.

Tabla 25

Porcentaje de mortalidad en 24 horas y signos de toxicidad observados en ratones
machos y hembras después de la administracion oral del Extracto acuoso de

Lupinus mutabilis Sweet (EA — Lm) con cascara (N=10).

Dosis Mortalidad  Signos de toxicidad Animales que Porcentaje de

(mg/kg) (%) mostraron signos  sobrevivencia
de toxicidad

S.F. 0 0 0 100%

1000 0 0 0 100%

2000 0 2 1 100%

3000 50 5 6 50%

DLso: 3000 mg/kg
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6.3 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA A DOSIS CONTINUAS

6.3.1 Determinacion de parametros toxicoldgicos a dosis continuas de 1000
mg/kg de extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet (EA-Lm) — sin
cascara 'y Amaranthus caudatus (EA — Ac) al dia 1 post administracion.

La evaluacion de parametros toxicologicos (Tabla 26) al dia 1 posterior a la
administracion de los Extractos acuso de Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara y el
Extracto acuoso de Amaranthus caudatus generan un comportamiento pasivo y
temeroso generado en una minima cantidad de animales, siendo esta casi
inapreciable al igual que el grupo control (solucion fisioldgica) tanto en ratones

hembras y machos.

Tabla 26

Efectos sobre el comportamiento general en ratones al dia 1 post administracion

oral de Solucion Fisioldgica (NaCl 0.9%) y los extractos acuosos de EA-Lm — sin

Dosis Sexo Ataxia C. C. Analgesia C. C.
ténicas clonicas pasiva  temerosa
S. F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 1/5*
M 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5
1000 m/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5* 2/5*
EA—-Lm M 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5
1000 m/kg H 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 1/5*
EA - Ac M 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5* 0/5

cascaray EA - Ac (N=10).

H: Hembras; M: Machos
Nota: No se presentan sintomas de toxicidad
* Sintomas presentados al primer dia post administracion; N =10
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6.3.3 Determinacion de parametros toxicologicos a dosis continuas de 1000
mg/kg de extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet (EA-Lm) sin

cascara y Amaranthus caudatus (EA — Ac) a los dias 7 y 14 dias post

administracion.

La Tabla 27 muestra la evaluacion de la toxicidad a dosis continua de los
EA - Lm y EA — Ac a dosis de 1000 mg/kg a los tiempos de 7 y 14 dias
respectivamente, se pudo ver la ausencia de signos significativos indicativos de
toxicidad a partir del dia 7 y en el transcurso hasta el dia 14 en comparacion al grupo

control (solucion fisioldgica).

Tabla 27

Efectos sobre el comportamiento general en ratones hembras y machos a los 7 y 14

dias post administracion oral de los extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet

Area Biogquimica Clinica

(EA-Lm) —sin cascara y Amaranthus caudatus (EA — Ac) (N=10).

Dosis  Sexo Ataxia C. C. Analgesia C. C.
tonicas  cldnicas pasiva  temerosa
S. F. H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1000 H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
m/kg M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
EA-Lm 0/5
1000 H 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
m/kg M 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
EA-Ac

H: Hembras; M: Machos

Nota: No se presentan signos de toxicidad
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6.3.3 Comportamiento del peso corporal en la toxicidad aguda a dosis
continbas de 1000 mg/kg de los extractos de Extractos acuosos de

Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara y Amaranthus caudatus

En la presente tabla se observa la evaluacion del peso corporal de ratones a
los dias 1, 7 y 14 dias post administracion de: grupo control (solucion fisioldgica),
Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara y Extracto Acuosos
Amaranthus caudatus a dosis de 1000 mg/kg, se puede observar que no ha mostrado
diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05) evaluado a través del test de
Dunnet (Bilateral) en ninguno de los grupos tratados y a diferentes tiempos

estudiados en variables de peso vivo con relacion al grupo control.

Tabla 28

Tabla comparativa del comportamiento del peso corporal (g) a los 1, 7 y 14 dias de
ratones, tratados con Solucidon Fisioldgica, Extracto Acuoso Lupinus mutabilis Sweet
(EA — Lm) — sin cascara Yy Extracto Acuoso Amaranthus caudatus (EA-Ac) a dosis

de 1000 mg/kg., (N=10).

Control EA-Lm EA-Ac
(S. Fisiolégica) (1000 mg/kg) (1000 mg/kg)

Peso corporal + SEM

Hembras
1° dia 21,92 £ 0,67 21,04 £ 0,46 21,54 £ 0,91
7° dia 25,18 £ 0,96 24,42 + 0,68 23,54 £ 0,73
14 dia 26,30 + 1,52 24,96 £ 0,29 24,16 £1,21
Machos
1° dia 21,28 £ 0,46 21,52 + 0,56 21,62 £ 1,05
7° dia 25,54 + 1,14 24,96 £ 0,92 24,64 + 2,08
14 dia 28,12 £ 0,59 27,56 £ 1,09 27,92 + 1,58

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10.
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6.3.4 Comportamiento del peso de 6rganos internos en la toxicidad aguda a
dosis contintas de 1000 mg/kg de los extractos de Extractos acuosos de

Lupinus mutabilis Sweet — sin cascara y Amaranthus caudatus

En la tabla 29 se puede observar el peso de 6rganos internos de ratones
hembras y machos posterior a la culminacion del ensayo de toxicidad aguda a dosis
continua a los 14 dias, se puede identificar que existe variaciones de peso
significativos (P<0,05) en comparacion al grupo control (solucion fisiologica) de
higado. Sin embargo no ha mostrado toxicidad evidente a nivel de los signos clinicos

caracteristicos de un efecto toxico evaluado durante su desarrollo.

Tabla 29

Peso de 6rganos (g) a 14 dias en ratones hembras, machos, control y tratados con
EA—Lmy EA - Ac a dosis de 1000mg/kg.

Control EA-Lm EA - Ac
(Sol Fisiologica) (1000mg/kg)  (1000mg/kg)
Hembras
Corazon 0,13+0,15 0,13+0,02 0,12+0,02
Intestino 3,34+0,51 3,67+0,29 3,56+0,30
Pulmén 0,23+0,06 0,24+0,02 0,23+0,02
Bazo 0,23+0,02 0,24+0,30 0,23+0,30
Estomago 0,25+0,02 0,24+0,05 0,29+0,04
Rifiones 0,34+0,03 0,36+0,02 0,35+0,02
Higado 1,48+0,16 1,71+0,14* 1,49+0,13
Machos
Corazon 0,15+0,03 0,17+0,01 0,16+0,01
Intestino 3,56+0,28 3,66+0,56 3,63+0,55
Pulmén 0,25+0,03 0,25+0,01 0,26+0,11
Bazo 0,17+0,23 0,18+0,25 0,18+0,25
Estomago 0,49+0,06 0,42+0,08 0,42+0,08
Rifiones 0,47+0,01 0,49+0,03 0,49+0,03
Higado 1,44+0,02 1,45+0,17 1,40+0,15
Cada valor representa la media + S.E.M., N=10.
* P<0,05
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6.4. DETERMINACION DE ENZIMAS MARCADORES DE TOXICIDAD
6.4.1. Determinacion de AST y ALT en animales posterior al tratamiento de
Lupinus mutabilis Sweet (EA — Lm) sin cascara y Amaranthus caudatus

(EA Ac) dosis continua de 1000 mg/kg

La tabla 30 muestra la determinacion de las transaminasas, se puede observar
que en ratones tratados con EA- Ac la determinacién de transaminasas no ha
presentado diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en relacion al grupo
control (solucién fisioldgica), asi como no presentd manifestaciones clinicas
indicativas de toxicidad durante el tiempo que duro el ensayo. Sin embargo en la
determinacion de transaminasas en ratones tratados con EA-Lm sin cascara presentan
un incremento significativo (p<0,05) en los niveles de TGO y TGP respectivamente
en comparacion al grupo control (Sol. Fisioldgica) no presentando manifestaciones

clinicas indicativas de toxicidad.

Tabla 30
Determinacion bioquimica de transaminasas (AST/ALT) en ratones albinos post

administracion de los E- Lmy EA - Ac a dosis de 1000 mg/kg.

Grupo Control EA-Lm EA - Ac
Parametros (Sol. Fisioldgica) (1000 mg/kg) (1000 mg/kg)

Hembras Machos  Hembras Machos Hembras Machos
AST 358+9,2 59+14 75,4 + 24* 66,4+92 552+88 596+11

ALT 39,8+152 534+6,6 642+92% 584+12 435+82 498+74

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10
* P<0.05
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6.5 DETERMINACION DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS EN
RATONES A LOS 14 DIAS POSTERIOR AL TRATAMIENTO DE
Lupinus mutabilis Sweet — sin cascaray Amaranthus caudatus.

6.5.1. Determinacion de la hemoglobina

La figura 16 muestra la determinacion de la hemoglobina en ratones una vez
concluido el ensayo a los 14 dias post administracion en los diferentes grupos de
tratamiento, se pudo observar que el Extracto acuoso de Lupinus mutabilis Sweet sin
cascara (Tarwi) incremento estadisticamente significativas (P < 0,05) los niveles de

hemoglobina en ratones hembras y machos con relacién al grupo control (solucién

fisioldgica).
Boxplot of HEMOGLOBINA
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TRATAMIENTO AMARANTO 1000 mg/Kg SOL. FIS. TARWI 1000 mg/Kg

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10
* P<0.05|

Figura 16. Determinacion de niveles de Hemoglobina en ratones hembras y machos
de Amaranto, Solucidn fisiolégica y Tarwi una vez concluido el ensayo de toxicidad

aguda a dosis continua de 1000 mg/kg.
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6.5.2. Recuento de Leucocitos

En la figura 17 expone la evaluacion en el recuento de leucocitos en los
diferentes grupos de tratamiento, se puede observar un incremento en el recuento de
leucocitos con niveles de significancia ** P < 0.001 y * P < 0.05 para los EA — Lm

y EA — Ac respectivamente en comparacion al grupo control (Sol. Fisioldgica).
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TRATAMIENTO AMARANTO 1000 mg/Kg SOL. FIS. TARWI 1000 mg/Kg

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10
* P<0.05
** P <0.001

Figura 17. Determinacion de Leucocitos en ratones hembras y machos de Amaranto,
Soluciodn fisiologica y Tarwi una vez concluido el ensayo de toxicidad aguda a dosis

continua de 1000 mg/kg.
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6.5.3. Comportamiento de parametros hematoldgicos complementarios

La tabla 31 expresa la evaluacion completa de parametros hematologicos en
ratones post administracion de los diferentes tratamiento, donde se puede observar
incremento estadisticamente significativos P<0.05 y P<0.01 con relacién a la
determinaciéon de la hemoglobina y recuento de glébulos blancos tal como se muestra
y se detalla en la figura 16 y 17 respectivamente. En el conteo diferencial de
leucocitos se observd el predominio de dos tipos de células, segmentados y
linfocitos, ademéas de eosindfilos y monocitos en menor porcentaje, el analisis
estadistico muestra niveles de significancia (P<0.01) para células tipo neutréfilos en
comparacion al recuento diferencial del grupo control (solucién fisiologica).

Tabla 31

Comportamiento de parametros hematoldgicos (Media £ S) en Ratones albinos
Swiss luego de la administracion oral de Extracto Acuoso Lupinus mutabilis (EA-
Lm) y Extracto Acuoso Amaranthus caudatus (EA-Ac) a dosis de 1000 mg/kg.,
(N=10).

Grupo Control EA-Lm EA - Ac
Parametros (Sol. Fisioldgica) (1000 mg/kg) (1000 mg/kg)

Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Hb (g/dL) 13,82+23 134+29 154203 143+23* 16,2%+16 12,04+23
Leu(x10° cel/L) 730+14 686213 79+15% 91+10° 12,2+412,8* 11,0435
Linfocitos (%) 46,4 =10 31+15 59,8+8,7* 51+7,2* 464+912 56,8+9.2*

Neutréfilos (%) 52+ 12 68+14  39,449,7* 474+87* 526+98 42+85*

Monocitos (%0) 2,33+152 1,3+057 2+14 3+14 16+115 1,3+057
Eosindfilos (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Basofilo (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Cada valor representa la media + S.E.M., N=10 (ANOVA de un factor).
*P<0,05 **P<0,001
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7. DISCUSIONES

DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA A DOSIS UNICAS DE 1000,

2000 y 3000 mg/kg

= La determinacion de la toxicidad aguda a dosis unicas de los Extractos Acuosos
de Amaranthus caudatus (Tabla 12) y Lupinus mutabilis Sweet - sin cascara,
(Tabla 13) no mostraron signos indicativos de toxicidad, sin embargo durante el
transcurso y hasta los 120 min ambos grupos de tratamiento se observo la
presencia de signos en conducta pasiva y temerosa debido posiblemente al estrés
generado durante la manipulacion de los roedores al momento de realizar la
administracion, los cuales no son significativos debido a la presencia de igual
manera en el grupo control.

= La determinacion de la toxicidad aguda del Extracto acuoso del Lupinus mutabilis
Sweet — con cascara (Tabla 18) a dosis de 1000 y 2000 mg/kg no se observo
letalidad en ninguno de los animales tratados, Sin embargo a dosis de 3000
mg/kg y en los primeros 30 min de observacion los ratones expresaron ataxia y
convulsiones ténico-clénicos que llevaron a la muerte de los animales de
experimentacion. Segun parametros del test hipocratico sugiere que el EA — Lm
tiene un efecto depresor sobre el SNC a dosis de 3000 mg/kg. Segun Camacho
(1995) y Dias (1999) la toxicidad de Lupinus mutabilis Sweet con cascara se debe
a la presencia de alto contenido de alcaloides toxicos como la Lupanina,
tetrahidrorombifolina, 4-hidroxilupanina, esparteina y 13-hidroxilupanina que
generan las convulsiones ademas de tener accion paralizante del SNC,
especialmente sobre el centro respiratorio y vasomotor produciendo la muerte por
asfixia asociada.
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DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLs)

= El estudio de toxicidad aguda de los extractos Acuosos de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi) — sin cascara y Amaranthus caudatus (Amaranto) se pudo
evidenciar que a dosis de 1000, 2000 y 3000 mg/kg No genera signos indicativos
de toxicidad y en consecuencia la muestre de los animales tratados, lo que sugiere
que la Dosis Letal Media (DLsp) para dichos extractos se encuentran encima de
los 3000 mg/kg.

= A traves del siguiente estudio se pudo dererminar la Dosis Letal Media (DLsp) de
Lupinus mutabilis Sweet con cascara el cual se determind y correponde a la dosis
de 3000 mg/kg, dosis la cual generd la letalidad de 5 ratones (3 hembras y dos
machos) gque corresponde al 50 porciento de los animales en estudio, dosis similar
encontrado por Castarieda (2002) para Lupinus mutabilis Sweet determinando la
DLsp en ratas de 3500 mg/kg, cabe mencionar que los resultados obtenidos de este
test varian significativamente debido a diferentes variables fisioldgicos vy
condiciones de tratamiento (Repetto., 1995). En ese sentido y de acuerdo a la tabla
de William publicada en CYTED 1995 y segun las normas de la comunidad
Europea (Unidn Europea., 2000) para la clasificacion de la toxicidad aguda oral,
el Extracto Acuoso de Lupinus mutabilis Sweet con cascara se considera como:

Ligeramente Toxico a dosis < 5000 mg/kg.
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DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA A DOSIS CONTINUA A

DOSIS DE 1000 mg/kg

= La evaluacion de la toxicidad aguda a dosis continua de 1000 mg/kg de los
Extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet sin cascara (Tarwi) y Amaranthus
caudatus (Amaranto) evaluados segun la metodologia de CYTED y la OECD se
puede notar que no se observaron cambios que evidenciaran alteracion del SNC, o
de algun otro parametro fisioldgico en los animales de experimentacion, sin
embargo durante los primeros 30 minutos se pudo observar comportamientos de
agresividad, conducta pasiva y conducta temerosa debido probablemente al estrés
generado en la manipulacion y administracion del extracto, es importante resaltar
que en los roedores el comportamiento depende de los factores sensoriales tactiles
y la capacidad de responder ante un estimulo generado (Polanco L., 2011) los
cuales serian los responsables de dicho comportamiento. Posterior a aquello y
durante las observaciones realizadas durante los 14 dias para la observacion de los
diferentes signos clinicos no mostraron signos clinicos significativos e indicativos

de toxicidad desarrollando un comportamiento habitual similar al grupo control.

= El comportamiento de peso corporal es uno de los parametros demostrativos e
indicadores de posibles trastornos organicos en los estudios de toxicidad aguda
esto es debido a que normalmente despues de la administracion de sustancias
toxicas se produce pérdida de peso en relacion al grado de toxicidad. Esto es

consecuencia de la movilizacion de las reservas energéticas de un individuo para
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enfrentar la actividad metabolica incrementada que acompafa los procesos de
detoxificacion (Infante., 1998). Sin embargo la toxicidad aguda a dosis continua a
los 14 dias de los Extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) y
Amaranthus caudatus (Amaranto) a dosis de 1000 mg/kg, no se observaron
variaciones estadisticamente significativos (P < 0.005) en variables de peso vivo
con relacion al grupo control (solucidn fisiologica) evaluados a los dias 1, 7 y 14
(Tabla 31), donde la ganancia de peso se comportd dentro de los parametros
establecidos del modelo bioldgico, que coincide con el estudio realizado en ratas
por Castarieta y col., 2007.

= El objetivo de realizar la necropsia y realizar el peso de los drganos internos segun
Sevilleja (2007) es para determinar la presencia de dafios toxicoldgicos en
organos internos los cuales deben presentar cambios en el tamafio, la forma, la
superficie, el color y la consistencia. También deben existir cambios significativos
en el peso de oOrganos de Organos. Los resultados en esta investigacion no
muestran cambios macroscopicos observables de los érganos examinados los
cuales no sugieren toxicidad debido a la ausencia de signos clinicos evidentes
indicativos de toxicidad, sin embargo se sugiere a partir del presente estudio
realizar estudios histoldgicos complementarios para determinar su causalidad. En
ese sentido en base a la tabla de William publicada en CYTED 1995 y segun las
normas de la comunidad Europea (Unidn Europea., 2000) para la clasificacion de
la toxicidad aguda oral, el Extracto Acuoso de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) -
sin cascara y Amaranthus caudatus (amaranto) a dosis Unicas de 1000 mg/kg se

considera como: No Toxico.
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DETERMINACION DE ENZIMAS MARCADORES DE TOXICIDAD

La evaluacion de la influencia de la toxicidad aguda a dosis continda en ratones

administrados con extractos acuosos Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)- sin cascara y

Amaranthus caudatus (Amaranto) sobre el analisis quimico de transaminasas

muestra los siguientes analisis:

= La determinacién de las transaminasas(AST/ALT) post tratamiento en ratones
tratados con Lupinus mutabilis Sweet a dosis 1000 mg/kg muestra un incremento
en su determinacion, significativo (P<0.01) en comparacion al grupo control
(solucion fisiologica), incremento que posiblemente se atribuye a los alcaloides
presentes en Lupinus mutabilis Sweet como la Lupanina, Esparteina, 4-
hidroxilupanina, Metilangustifolina, Isolupanina y 13-hidroxilupanina (INIAP-
ESPOCH-SENACYT, 2008; Castafieda y col., 2002).

= La determinacion de las transaminasas (AST/ALT) para Amaranthus caudatus
(amaranto) a dosis de 1000 mg/kg (Tabla N° 39) no ha mostrado niveles de
significancia en relacion al grupo control (solucion fisiolégica) no mostrando
manifestaciones clinicas indicativas de toxicidad durante el tiempo que duro el
ensayo, por lo que es posible predecir que este extracto no induce dafios asociados
a lesiones en sistemas de drganos a nivel hepatico, que traen por resultado

alteraciones en sus funciones.
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DETERMINACION DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS

La evaluacion de los parametros hematoldgicos se tiene las siguientes observaciones:

= Con respecto a la hemoglobina en ratones se pudo observar que hubo un
incremento estadisticamente significativas (P < 0,05) para el grupos tratado con
Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) — sin cascara (Tabla 40). EIl incremento de la
hemoglobina se encuentra directamente relacionados con alimentacion de
macronutrientes (proteinas lipidos y azucares) y el alto contenido de
micronutriente como el hierro 2.3 mg/100 g en Lupinus mutabilis Sweet
(CYTED., 1995.) entre otros componentes presentes, los cuales favorecen la
hematopoyesis logrando el incremento de los niveles de hemoglobina.

= La determinacion de leucocitos presentes en ratones hembras y machos como
influencia de la administracién de los extractos acuoso de Lupinus mutabilis
Sweet (tarwi) y Amaranthus caudatus (amaranto) con respecto al grupo control
muestra niveles estadisticamente significativos P<0.05 y P<0.01 respectivamente
con respecto al grupo control, tal como se muestra en la Tabla N° 40. Estudios
realizados por Alvarez., 2005; identificaron que el incremento de leucocitos en
ratones estd relacionado principalmente con el alto contenido de flavonoides,
saponinas y alcaloides. Asi mismo el analisis fitoquimico realizado por Villacres y
col., 2013, menciona que la presencia de flavonoides se encuentran en cantidades
abundantes en extractos alcohdlicos y acuosos en especies de Lupinus mutabilis
Sweet (tarwi) y Amaranthus caudatus y dato que explicaria el incremento de
leucocitos que tendrian actividad inmunoestimulador en el bioensayo, aunque no

se descarta la presencia de otros metabolitos.
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= En el conteo diferencial de leucocitos en muestras sanguineas provenientes de
ratones post tratamiento de los extractos, se observo el predominio de dos tipos de
células, segmentados y linfocitos, ademas de eosinofilos y monocitos en menor
porcentaje, dado el analisis diferencial de leucocitos de muestras provenientes de
ratones hembras y machos se observa que el grupo tratado con Amaranthus
caudatus en comparacion con el grupo control (solucion fisiologica) muestran

datos estadisticamente significativas (P<0.01) para células tipo neutréfilos.

= El analisis y recuento diferencial de leucocitos del grupo tratado con Lupinus
mutabilis Sweet y Amaranthus caudatus en comparacion al grupo control (S.F.)
mostrdé niveles de significancia (P<0.05) para células tipo linfocitos, diferencia
que posiblemente se atribuye a condiciones fisioldgicas y factores externos, sin
embargo esto no implica un significado clinico evidente a través de los signos y
sintomas mostrados durante el desarrollo del ensayo mas al contrario pueda

deberse a la actividad inmunoestimulador presente en los extractos utilizados.

= La evaluacion sobre las células tipo monocitos, no mostraron cambios
estadisticamente significativos (P>0.05) en comparacion al grupo control asi
mismo es bueno mencionar que tanto células de tipo eosinéfilos y baséfilos no
fueron tabulados debido a la ausencia en placas de lecturas. El resultado de la
exposicion a un compuesto quimico, generalmente produce alteraciones
bioquimicas e incluye modificaciones en la composicion celular sanguinea

(Macebo y col., 2002).
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Por lo tanto se puede considerar que los indicadores hematoldgicos para este ensayo
mostraron cambios en relacion al hematocrito, hemoglobina, leucocitos y el
incremento de células tipo linfocitos, lo cual indica que el tratamiento ejercido con la
administracion de los extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) — sin
cascara y Amaranthus caudatus (amaranto) en la toxicidad aguda a dosis Unicas
gener6 cambios en los componentes celulares basicos que contiene la sangre
significativos (P<0.05) en relacidn al grupo control (solucidn fisioldgica), resultados
que no fueron sujetos a comparacion con valores de referencia obtenidos en estudios
realizados en otros paises ya que estos difieren con las condiciones de altura entre

otros en los cuales fueron desarrollados este ensayo.
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8. CONCLUSIONES

= La evaluacion de la toxicidad aguda en ratones albinos Swiss a dosis Unicas
de los Extractos acuosos de Amaranthus caudatus y Lupinus mutabilis Sweet
— sin cascara no provocan mortalidad ni signos y sintomas indicativos de
efecto tdxicos a dosis de 1000, 2000 y 3000 mg/kg. En ese sentido en base a
la tabla de William publicada en CYTED 1995 y segin las normas de la
comunidad Europea (Unidon Europea., 2000) para la clasificacion de la
toxicidad aguda oral, el Extracto Acuoso de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi)
— sin cascara y Amaranthus caudatus (amaranto) se considera como: No
Toxico.

= La evaluacion de la toxicidad aguda en ratones albinos Swiss a dosis Unicas
de los Extractos acuosos de Amaranthus caudatus y Lupinus mutabilis Sweet
— con cascara a dosis de 1000 y 2000 mg/kg no provocan mortalidad ni signos
y sintomas indicativos de efecto toxicos, sin embargo a dosis de 3000 mg/kg
presenta signos indicativos de toxicidad y letalidad.

= La determinacion de la toxicidad aguda a través de la Dosis Letal Media
(DLsp) del Extracto acuoso de Amaranthus caudatus Yy Lupinus mutabilis
Sweet — Sin cascara, no se observo letalidad en ninguna de las dosis
ensayadas (1000, 2000 y 3000 mg/kg). Por lo tanto se concluye que la Dosis
Letal media (DLso) podria presentarse sélo a dosis superiores de 3000 mg/kg
via oral, calificAndose éstos, segtn el Sistema Global Armonizado, como “No

clasificadas” (No toxicas”).
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= Se determiné la Dosis Letal Media (DLsg) del Extracto acuoso del Lupinus

mutabilis Sweet - con cascara que corresponde a la dosis de 3000 mg/kg el
cual genero la muerte del 50% de los animales tratados. Segun la tabla de
William publicada en CYTED 1995 y segun las normas de la comunidad
Europea para la clasificacion de la toxicidad aguda oral, el Extracto Acuoso
de Lupinus mutabilis Sweet — con cascara se considera como: Ligeramente

Toxico a dosis < 5000 mg/kg.

La evaluacion de la toxicidad aguda a dosis contindas de 1000 mg/kg de los

Extractos acuosos de Lupinus mutabilis Sweet y Amaranthus caudatus y la influencia

sobre parametros bioquimicos y hematoldgicos muestran los siguientes resultados:

El comportamiento de peso corporal en ratones albinos Swis hembras y
machos administrados sujetos a la administracion de los Extractos acuosos de
Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) y Amaranthus caudatus (amaranto) a dosis
de 1000 mg/kg, no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas (P
> 0.005) en comparacion al grupo control (solucion fisiolégica), donde la
ganancia de peso se comportd dentro de los parametros establecidos del
modelo biologico.

La influencia sobre parametros hematologicos, con respecto a la hemoglobina
se pudo observar que hubo un incremento estadisticamente significativas (P <
0,05) para el grupos tratado con Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) — sin
cascara con relacion al grupo control (solucion fisioldgica). Asi mismo se

pudo determinar un incremento de leucocitos estadisticamente significativo
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(P<0.05) y (P<0.01) para Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) y Amaranthus
caudatus (amaranto) respectivamente en comparacion al grupo control.

= En el conteo diferencial de leucocitos determind el predominio de dos tipos
de células: segmentados y linfocitos. Se ha podido determinar que el grupo
tratado con Amaranthus caudatus en comparacién con el grupo control
(solucion fisioldgica.) muestran datos estadisticamente significativas
(P<0.01) para células tipo neutrdfilos y significancias de (P<0.05) para
células tipo linfocitos en ambos grupos de tratamiento.

= La evaluacion de la toxicidad aguda de Amaranthus caudatus a dosis
continuas (1000 mg/kg) no generd niveles de significancia sobre las enzimas
marcadores de toxicidad (TGO/TGP) en relacién al grupo control (solucion
fisioldgica) no mostrando manifestaciones clinicas indicativas de toxicidad
durante el tiempo que duro el ensayo.

= La influencia de la toxicidad aguda a dosis continuas (1000 mg/kg) de
Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) - sin cascara, sobre las enzimas marcadores
de toxicidad (AST/ALT) ha expresado un incremento estadisticamente
significativo en los valores en comparacion al grupo control (p<0,05), sin
embargo el incremento no expreso una alteracion en el comportamiento

evaluado a través del test hipocrético.
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