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Resumen

Palabrasclave

Objetivo: Determinar latoxicidad hepaticay renal delaadministracion oral del 1atex
de Croton palanostigma, en dosisterapéuticay de mayor concentracion. Materiales
y Métodos: Se evalud 60 ratas albinas, machos, en dos grupos: con administracion
oral aguda por 7 diasy otro con administracion oral subaguda por 30 diasad libitum.
En cada grupo setuvo tres subgrupos:. (A) Latex diluido 1/1000 (dosis terapéutica),
(B) Latex diluido 1/100, (C) Agua (grupo control). Medimos el peso del animal y
consumo del bebedero. Después, bajo anestesia con éter, se obtuvo sangre por puncion
cardiacay se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos para obtener plasma sanguineo.
Se determind actividad de gamma glutamil transferasa y fosfatasa alcalina, seevalué
niveles de urea, creatinina, proteinas totales, albumina y globulinas por
espectrofotocolorimétria. Resultados: El consumo promedio del |atex en el primer
grupofue: enA, 0,14 mL.kgY/dia'/rata?; en B, 1,34 mL/kg/dia*/rata?; y, en C, agua.
En el segundo grupo, fue: en A, 0,13 mL/kg/dia'/rata’; en B, 1,21 mL/kgY/dia/rata?;

y, en C, agua. No hubo diferencia significativa en el consumo del latex diario entre
los grupos tratados a 7 y 30 dias. Las actividades de gamma glutamil transferasa 'y
fosfatasa alcalina, asi como |os metabolitos sanguineosyy ratios higado/peso animal

y riflones/peso animal, delos grupos experimental es vs. grupo control, no presentaron
diferencias significativas (p>0,05). Conclusiones. En condiciones experimentales, la
administracion oral de sangre de grado, aguda y subaguda, en dosis terapéuticasy
de mayor concentracion, no produce alter aciones bioquimicas hepaticas ni renales
en animal es de experimentaci on.

Croton palanostigma; plantas medicinales; farmacognosia; higado, toxicidad; rifion,
toxicidad; investigacion.

Determination of both acute and sub acute liver
and renal toxicity of Croton palanostigma (sangre
de grado) latex in experimental animals

Abstract

Objective: To determineliver and renal toxicity of Croton
palanostigma latex oral swallowing, in therapeutic and
larger doses. Materials and Methods: Sixty albino male
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ratswere studied in two groups: one group swallowed for
a short time during 7 days and another group swallowed
ad libitum during 30 days. In each group there were 3
subgroups: (A) 1/1000 diluted latex (therapeutic dose), (B)
1/100 diluted latex, (C) water (control group). The animal
weight and the water or diluted latex consumption were
measured. Then, theratswere given ether anesthesia, their
blood was obtained by cardiac puncture and centrifuged
at 5000 rpm during 5 minutes to obtain plasma. Alkaline
phosphatase and transferase glutamyl gamma activity were
measured; urea, creatinine, total protein, albumin and
globulin levels were studied by espectrophotometry.
Results: The average latex consumption in the first group
were: inA, 0,14 mL/kg¥/dayY/rat?; in B, 1,34 mL/kg*/day Y/
ratl; and, in C, water. Therewas no significative difference
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in the daily latex consumption between the 7 and 30-day
trated groups. Both the alkaline phosphatase and
transferase glutamyl gamma activities, the blood
metabolites and both animal liver/weight ratio and animal
renal/weight ratio did not present any significative
difference (p>0,05) fromthe control group. Conclusions:
In experimental conditions, the short time and long time
sangre de grado oral swallowing, in both therapeutic dose
and larger concentrations, did not produce any
biochemical, liver or renal alterationintheanimals.

Keywords: Croton palanostigma; plants, medicinal;
pharmacognosy; liver, toxicity; kidney, toxicity; research.

INTRODUCCION

Se sabe que el latex del arbol amazodnico
Croton palanostigma y otras especies es usado
en la medicina tradicional. El nombre de “sangre
de grado” o “sangre de drago” se debe al
parecido que tiene este latex liquido con la
sangre, tanto en el color como su textura. Esta
muy difundido en el Perd y ha pasado fronteras,
siendo reconocido como cicatrizante y
antiinflamatorio. La principal propiedad de este
producto vegetal es la de ser sumamente
astringente, siendo ademas rico en sustancias
proteicas y metabolitos secundarios, lo cual le
confiere propiedades hemostaticas, cicatrizantes,
analgésicas, regeneradoras del tejido muscular
y epitelial en heridas externas. También se le
usa como suplemento herbario en la udlcera
géstrica y duodenal, asi como en la gastritis
cronica, de manera empirica (1#).

El alcaloide taspina, fracciéon de esta planta,
posee efectos cicatrizantes, antiinflamatorios; asi
mismo, tiene el antiviral SP-303, una
proantocianidina oligomérica. Los estudios in
vitro sefialan que no causa citotoxicidad, lo que
lo hace un muy importante producto natural (>4).
También se ha realizado estudios comparativos
en nuestro medio, que demuestran la accién
protectora de la sangre de grado y la taspina
sobre la mucosa gastrica frente a la injuria
ocasionada por el etanol y otros productos,
demostrada por medio de evidencia histolégica
en ratas (°%).

120  AnFac Med Lima 2005; 66(2)

Por nuestros estudios en animales de
experimentacién, sabemos que los cambios
funcionales sobre la mucosa gastrica, luego de
la aplicacion de la sangre de grado, no modifican
la acidez gastrica ni el pH del medio, como lo
hacen los bloqueadores de los receptores H2.
Asimismo, estimula una mayor actividad péptica
y una mayor produccién de moco gastrico, es
decir, estimula a las células caliciformes
formadoras de moco de la glandula géistrica,
sugiriendo actividad citoprotectora (°!1).

Se ha documentado que gran parte de la
defensa del epitelio gastrico estd dado por el
moco y el bicarbonato que éste tiene, evitando
la retrodifusién de los hidrogeniones presentes
en la luz gastrica. La formacién de moco,
fisiol6gicamente, estd dada por varios
mecanismos, como el estimulo vagal, el de la
hormona gastrina o por prostaglandinas E1, E2
y prostaciclina, los cuales producen una
induccién de mayor formacién de mucinas y
glicoproteinas altamente glicosiladas en el moco

(12,13).

Otros estudios refieren también que la mucosa
gastrica, como parte de sus mecanismos de
proteccién, produce cambios funcionales e
histolégicos por accién de medicamentos
antiacidos o por formadores de barreras sobre la
mucosa, como lo realiza el sucralfato,
permitiendo la regeneracion del mismo epitelio
gastrico en las gastritis y dlceras gastricas (1+16).

En la actualidad, dadas las bajas condiciones
econdémicas y la poca accesibilidad de la
poblacién de escasos recursos a las instituciones
de salud, surge como una opcién la medicina
natural y alternativa, las cuales revaloran el uso
de plantas medicinales con acciones paliativas,
preventivas o curativas sobre algunas afecciones
o sintomatologias. En muchos de estos casos,
los tratamientos son empiricos y carecen de
fundamentacioén cientifica. Dentro de estos
productos se encuentra la sangre de grado,
producto natural de nuestra amazonia, que, dadas
sus bondades desinflamantes, cicatrizantes y
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antiulcerosas, lo convierten en un producto
industrializable y exportable, lo cual generaria
una actividad econdémica alternativa que
beneficiaria especialmente a los pobladores de
la regién amazonica.

Para ello, se requiere estudiar su mecanismo
de accion, dosis terapéuticas y en especial sus
efectos adversos y conocer si produce o no
toxicidad a algun tejido, especialmente al
hepatico, ya que las sustancias presentes en la
via digestiva son transportadas después de su
absorcion a este tejido, siendo el primer 6rgano
en recibir y sufrir consecuencias de sustancias
toxicas si las hubiera, habiéndose sugerido como
potencial inductor de higado graso (%). Por ello,
el presente estudio muestra la evaluacién de la
toxicidad hepatica y renal aguda y subaguda del
latex de Croton palanostigma (sangre de grado)
en animales de experimentacion.

MATERIALES Y METODOS

Por sus caracteristicas, se desarrolld el
estudio bajo un disefio de investigaciéon basica,
prospectiva, analitica-experimental vy
longitudinal. El objetivo fue determinar si la
administracion oral del latex de Croton
palanostigma (sangre de grado), en dosis
terapéutica y diez veces mas concentrada,
produce toxicidad al tejido hepatico o renal, en
comparacioén a un grupo control.

Se us6 como animales de experimentacién 60
ratas albinas, machos, entre 200 a 250 g de peso
al inicio del tratamiento.

La resina de Croton palanostigma fue
obtenida 3 meses antes del experimento por el
etnobotanico Jose Schunke Vigo, de procedencia
del departamento de San Martin (Perd), y fue
conservada al medio ambiente en frasco color
caramelo y con tapa hermética.

Todos los pruductos quimicos usados fueron
de grado reactivo, quimicamente puros, de
marca comercial. Los kits para la pruebas

enzimaticas fueron comerciales, liofilizados e
hidratados con agua bidestilada, antes de su uso;
los reactivos de kits liquidos fueron comerciales
y usados bajo las especificaciones del fabricante.

Los animales fueron divididos aleatoriamente
en dos grupos experimentales.

En el primer grupo experimental, se tuvo tres
subgrupos, cada uno con 10 animales, que
recibieron sangre de grado por 7 dias. A los
animales del grupo A, se suministré sangre de
grado en los bebederos, en una dilucion acuosa
de 1/1000, dosis terapéutica antiulcerosa (7). A
los animales del grupo B, se suministré sangre
de grado en los bebederos en una diluciéon acuosa
de 1/100, es decir, 10 veces la concentracion de
la dosis terapéutica. A los del grupo control C,
se les mantuvo en las mismas condiciones que
A y B, sin suministro de sangre de grado sino
agua en su bebedero. La alimentaciéon fue ad
libitum, consistente en alimento balanceado para
roedores de la Universidad Nacional Agraria La
Molina.

En el segundo grupo experimental, se tuvo
también tres subgrupos, cada uno con 10
animales, que recibieron sangre de grado por
30 dias. Al grupo A, se suministré sangre de
grado en los bebederos en una dilucién acuosa
de 1/1000, dosis terapéutica (7). Al grupo B, se
suministré sangre de grado en los bebederos en
una dilucién acuosa de 1/100, es decir 10 veces
la concentraciéon de la dosis terapéutica. Y, a
los animales del grupo control C, se les mantuvo
en las mismas condiciones que A y B, sin
suministro de sangre de grado, sino s6lo agua
en su bebedero. La alimentacioén fue semejante
al primer grupo.

Durante el tratamiento, en todos los grupos
se controld interdiario el incremento de peso
del animal y se compar6 el peso inicial con el
final. El volumen de liquido ingerido del
bebedero fue medido segiin consumo en una
probeta graduada de 100:1 mL. La ingesta del
latex, sangre de grado, se calcul6 multiplicando
el consumo por la dilucién; luego, para
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estandarizarlo, se le relacion6 con el peso del
animal, para expresarlo en kg.

Al final del experimento, bajo anestesia con
éter vaporizado, se procedié a obtener una
muestra de sangre mediante una puncién
cardiaca, con jeringa estéril y heparinizada. La
muestra fue colectada en un tubo y llevada a
centrifugacién a 5 000 rpm por 5 minutos; se
separd el plasma en un tubo Ependorf y se
conservd en congelaciéon por 24 horas, hasta el
momento de los anilisis, para lo cual se los
descogel6 lentamente a temperatura ambiente de
refrigeracion de 8 a 10°C.

En la muestra de plasma sanguineo obtenido,
se determind las concentraciones de urea y
creatinina, proteinas totales, albimina y la
relaciéon albimina/globulinas (A/G), asi como
la actividad enzimatica de la gamma glutamil
transferasa y fosfatasa alcalina, para la medicion
bioquimica del estado funcional de los tejidos
hepatico y renal; todos estos procedimientos
fueron realizados con medicién
espectrofotocolorimétrica y reacciones a punto
final y cinéticas, con kits comerciales.

Para todas las pruebas, se efectud los ensayos
preliminares para verificaciéon y ajuste de los
procedimientos, las curvas de calibracién
correpondientes a cada procedimiento y el
control de calidad por muestreo en duplicado y
uso de suero control comercial.

De los animales anestesiados, se extrajo el
higado y los dos rifiofies; estos 6rganos fueron
pesados y se encontré los ratios hepatico (%h/w)
y renal (%r/w) dividiendo el peso del 6rgano
con el peso del animal y multiplicando por 100
para expresarlo en porcentaje.

A los resultados cuantitativos de cada grupo,
se extrajo la media y desviacion estandar y se
los compar¢6 estadisticamente a los del grupos
control, mediante la prueba de student de la
diferencia, a un nivel de significancia p < 0,05.
Asimismo, se establecio ratios hepatico y renal
respecto al peso del animal, asi como la relacién
albimina/globulinas. El porcesamiento se realizé
usando el software SPSS 12,0 de Microsoft.

RESULTADOS

No se observo en los animales, dificultad para
la ingesta de sangre de grado, diluida en agua,
tanto en el grupo de dilucién de 1/1000 como
en el de 1/100. No se observd cambios en su
comportamiento ni en las caracteristicas pilosas.

El consumo promedio del liquido de los
bebederos y de sangre de grado pura a partir de
los bebederos se presenta en la Tabla 1 y no
tuvo diferencia significativa entre los grupos de
estudio. Se observd que el consumo total de
sangre de grado por dia por peso del animal del
grupo B fue practicamente 10 veces mas que el

Tabla 1. Consumo promedio de sangre de grado y variacion del peso en ratas, durante 7 y 30 dias de tratamiento.

Grupo 7 dias Grupo 30 dias
Indicador Control Sangredegrado Sangredegrado Control Sangredegrado Sangre de grado

agua dil 1/1000 (A)  dil 1/100 (B) agua dil /1000 (A)  dil 1/100 (B)
Volumeningerido (mL) 28,01+1,54 27,14+0,95 26,22+1,19 36,09+2,05 35,52+1,81 32,34+1,76
Consumo de
sangre de grado — 0,14+0,005 1,33+0,06 — 0,13+0,006 1,21+0,065
(mL/kg*t.rata?)
Peso final (g) 211+21 192+13 196+13 285+15 268+26 267+21
Peso ganado (g) 28,7+6,7 29,5+5,9 25,3+7 67,3+16,1 62,7+17,1 59,4+23,1

No se observo diferencia significativa (p>0,05) en los volumenes ingeridos, en el consumo de sangre de grado de los
grupos (A) de 7 vs. 30 dias ni entre los grupos (B) de 7 vs. 30 dias.
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Tabla 2. Ratios hepético y renal de ratas tratadas con
latex de Croton palanostigma, durante 7'y 30 dias.

Indicador Duracion del tratamiento
Ratio Grupo 7 dias Grupo 30 dias
%h/w %or/w %h/w %r/w
(A) Sangre de grado 2,32+0,37 0,53+0,15 2,89+0,25 0,7+0,06
dil 1/1000
(B) Sangre de grado 2,89+1,67 0,68+0,42 2,79+0,14 0,64+0,04
dil 1/1000
(C) Control (agua) 2,6+0,61 0,54+0,13 2,93+0,29 0,65+0,06
t student Cvs. A 0,23 0,9 0,71 0,08
t student C vs. B 0,62 0,36 0,18 0,76

del grupo A, debido a que la concentracion del
latex en el grupo B fue 1/100 y la del grupo A
1/1000; esta proporciéon de consumo del latex
fue semejante en los animales tratados por 7 dias
como en los animales tratados por 30 dias.

El incremento de peso de los animales
tratados con el latex diluido, tanto del grupo A
como del grupo B, no mostraron diferencia
significativa respecto al grupo control, tanto a
los 7 como a los 30 dias de tratamiento.

Los resultados de los ratios hepatico y renal,
de los grupos tratados a los 7 y 30 dias, se
encuentran en la Tabla 2. No se observa
diferencia significativa entre los ratios
comparando el grupo con administracion de

sangre de grado diluida 1/1000 con el grupo
control ni en los animales que bebieron sangre
diluida 1/100 comparados con el grupo control,
tanto a los 7 como a los 30 dias de tratamiento.

Los resultados de las pruebas marcadoras de
actividad enzimatica hepatica — renal y otros
metabolitos plasmaticos sanguineos, como urea,
creatinina, proteinas totales, albiumina y la
relacion albimina/globulinas, de los animales
tratados con sangre de grado por via oral a los 7
y 30 dias, se encuentran en las Tablas 3 y 4,
respectivamente. No se observa diferencias
estadisticas en los indicadores usados,
comparando los grupos experimentales con el
grupo control.

Tabla 3. Evaluacion bioquimica en plasma sanguineo de ratas tratadas
con latex de Croton plalanostigma, durante 7 dias.

Grupo Glutamil  Fosfatasa Proteinas
transferasa alcalina totales  Albumina Globulinas Relacion Urea Creatinina
Ul/L U/L g/dL g/dL g/dL AIG g/L mg/L
(A) Sangredegrado 3,94+2,26 426+89 6,1+0,15 3,61+0,19 2,49+0,24 1,46+0,21 0,44+0,05 5,02+0,91
dil 1/12000
(B) Sangredegrado 4,47+1,56 375+104 5,9+0,1 3,61+0,19 2,29+0,21 1,6+0,22 0,36+0,04 5,09+0,52

dil 1/100

(C) Control (agua) 4,25+2,03 433+76 5,86+0,45 3,54+0,16 2,32+0,47 1,59+0,38 0,31+0,13 4,57+0,48

t student Cvs. A 0,82 0,88 0,19 0,52 0,38 0,43 0,06 0,31

t student Cvs. B 0,83 0,25 0,8 0,45 0,88 0,99 0,30 0,08
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Tabla 4. Eval uacion bioquimica en plasma sanguineo de ratas tratadas
con latex de Croton plalanostigma, durante 30 dias.

Grupo Glutamil  Fosfatasa Proteinas
transferasa alcalina totales Albumina Globulinas Relacion Urea Creatinina
ul/L u/L g/dL g/dL g/dL AlIG g/L mg/L
(A) Sangredegrado 1,45+0,54 295+82 5,89+0,17 3,74+0,26 2,15+0,34 1,79+0,39 0,56+0,12 5,06+0,43
dil 1/2000
(B) Sangredegrado 1,42+0,51 361+98 5,97+0,29 3,54+0,5 2,42+0,47 1,54+0,47 0,65+0,16 4,93+1,41
dil 1/100
(C) Control (agua) 1,62+0,6 410+170 6,48+1,1 3,61+0,25 2,87+1,25 1,42+0,45 0,66+0,08 4,89+0,48
t student C vs. A 0,53 0,08 0,15 0,33 0,13 0,09 0,1 0,46
t student Cvs. B 0,43 0,45 0,21 0,73 0,34 0,58 0,87 0,95
DISCUSION En los resultados, no hemos observado

Los resultados muestran que, en los grupos
experimentales, el peso de los animales y su
crecimiento no fueron mermados por el consumo
de la sangre de grado, especialmente en el grupo
con tratamiento de 31 dias. El estudio
comparativo de los grupos experimentales con
el grupo control de la fraccion porcentual del
peso del higado y rifiones respecto al peso total
de los animales (ratios), muestra que no hay
diferencia significativa, es decir, no hay
hepatomegalia ni incremento de la masa renal
en ambos grupos.

La gamma glutamil transferasa es una enzima
microsomal que regula el transporte de
aminoacidos a través de la membrana celular,
catalizando la transferencia de un grupo
glutamilo desde el glutation a aminoacidos libres.
Esta enzima se encuentra en la mayoria de los
oOrganos corporales, excepto los musculos. La
actividad que se registra en el plasma sanguineo
se la atribuye fundamentalmente a la isoenzima
hepatica, por lo que estd relacionada a las
alteraciones hepaticas, cuando la fosfatasa
alcalina también se encuentra elevada. La
elevacion de la gamma glutamil transferasa
obedece también a obstruccién hepéitica; se
observa elevacion en enfermedades tales como
sindrome nefrético, infarto renal, pancreatitis,
neoplasias renales y metastasis hepaticas (!-!9).
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diferencia estadistica de la actividad gamma
glutamil transferasa entre los grupos
experimentales y el control. Por el contrario,
los valores de los grupos experimentales fueron
ligeramente menores, lo que demuestra la
inocuidad de la sangre de grado, en las dosis
administradas.

Otra enzima estudiada fue la fosfatasa
alcalina. Esta es una enzima que hidroliza ésteres
fosfato, a pH alcalino, aproximadamente 10,
aunque se desconoce cuil es el sustrato
fisiolégico en el organismo. Generalmente, se
localiza en la membrana de las células en varios
tejidos. Sin embargo, la fosfatasa alcalina del
plasma sanguineo comprende principalmente las
contribuciones del higado, intestino y hueso. Las
isoformas hepaticas son dos, una del propio
hepatocito y otra de la superficie exterior de la
membrana canalicular biliar; la Gltima ingresa
al torrente sanguineo a través de la via
paracelular. Esta enzima se encuentra elevada
en cualquier forma de obstruccion del tracto
biliar, colestasis biliar, en carcinomas
metastasicos en higado y tejido dseo, trastornos
de mala absorciéon (**2?). En la investigacién,
no se observd incremento de la actividad
fosfatasa alcalina en los grupos experimentales
respecto al control; los estadigrafos sefialan que
estas diferencias no fueron significativas, por
lo que se demuestra que la sangre de grado
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consumida por via oral no produce efectos
nocivos.

La quimica sanguinea confirma los resultados
enzimaticos; la evaluacién hepatica, ademas,
estuvo dada por las concentraciones de proteinas
totales, albumina y la relacién albimina/
globulinas (A/G). Estas proporcionan una
evaluaciéon de la funcionalidad hepéatica (182°),
indicadores que, en todos los casos, se
encontraron sin diferencia estadistica al grupo
control. La relaciéon A/G fue mayor a 1,2 en
todos los casos, indicativo de que no hubo una
afeccion hepatica (*'*?). De la misma manera,
la observacion de la urea, como metabolito final
del balance nitrogenado proteico, nos permite
evaluar el metabolismo genérico de las proteinas
y los aminoacidos a través del ciclo de la urea,
ciclo exclusivamente hepatico. Una vez en
sangre, la urea es excretada fundamentalmente
por el rifién; después de su filtracion glomerular,
entre 40 y 60% se reabsorbe a nivel tubular,
constituyendo un marcador de la funcién renal.
En nuestros resultados, la urea en sangre no
mostré diferencia significativa entre los grupos
experimentales comparada con el control.

Otro de los metabolitos observados fue la
creatinina, anhidro de la creatina, producto de
excrecion de la actividad muscular, que circula
como tal en la sangre. Su eliminacién es
exclusivamente renal, por lo que existe una
correlacién entre el valor de la misma y la
funcién renal, al tratarse de una sustancia
practicamente endégena. La mayor parte de la
creatinina que se elimina por el rifién se filtra
libremente en los glomérulos renales y una
pequeifia fraccién lo hace por el componente
tubular, por lo que es un buen indicador de la
funcién renal-glomerular ('7:212%). De forma
semejante a la urea, la creatinina no mostrd
diferencias significativas entre los grupos
experimentales en comparacion al grupo control.

Se puede sefialar, por los resultados obtenidos
en animales de experimentacién, que no se
encuentra alteraciones bioquimicas séricas tras

el uso de la sangre de grado en concentraciones
terapéuticas, en dilucién acuosa 1/1000 ni a 10
veces mas esta concentracion (dilucién acuosa
1/100).

En nuestro pais, como en otras latitudes, se
usa ancestralmente la sangre de grado, pero de
manera empirica, con efectos curativos reportados
como genuinos. Pero, no existen estudios con
rigor cientifico sobre la aplicacion terapéutica de
la sangre de grado en humanos, cuando el uso es
por via oral para el tratamiento de la gastritis y
ulceras gastricas o duodenales. En nuestro
estudio, hemos observado en animales de
experimentacion el efecto cicatrizante curativo
sobre las lesiones gastricas (°-%).

Se refiere que, la capacidad protectora de la
sangre de grado hacia la mucosa gastrica es
mediante la mayor produccién de moco gastrico
(°) y de mejor calidad, por la presencia de grupos
sulfidrilos —SH no proteicos (!!). También se ha
informado que la ingesta de sangre de grado por
via oral no modifica el grado de acidez ni la
secrecion del jugo gastrico (1°) y, de acuerdo a
la presente investigacion, la inocuidad que tiene
la sangre de grado en los tejidos hepatico y renal.
Estos aportes incrementan los conocimientos y
las justificaciones cientificas para estudiar su
efecto en seres humanos.

Concluimos que, en animales de
experimentacién, la administracién oral de
sangre de grado, aguda y subaguda, en dosis
terapeuticas y de mayor concentracién, no
producen alteraciones bioquimicas hepaticas ni
renales.
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