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Resumen

La Petiveria alliacea es una planta utilizada en diferentes estudios, en donde ha sido
efectiva para las patologias respiratorias en el humano, obteniendo resultados
satisfactorios. Las Rattus norvegicus cepa Wistar (RncW) son susceptibles a
particulas pequefias como el polvo o el aserrin, produciendo en ellas enfermedades
respiratorias; por ende, en este proyecto se elabord un extracto alcohdlico de hojas y
tallos jovenes de la P. alliacea para suministrarlo a las RncW que presentaron signos
respiratorios alérgicos producidos por aserrin cernido. Se formaron tres grupos, dos
de los grupos formadoporr los animales con los signos respiratorios y el tercero por
animales sin signos respiratorios. El extracto alcohélico de hojas y tallos jovenes de
la P. alliacea se administr6 via oral en un grupo de animales con sintomas
respiratorios alérgicos y el otro con animales clinicamente sanos. Para la deteccion
de la posible mejoria de estos animales se realizd un examen clinico e

histopatologia. Los animales con sintomas respiratorios alérgicos que se les
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suministro anamu presentaron una disminucion de los sintomas y no se encontraron

hallazgos histopatoldgicos.

Palabras Clave: Anamu, Investigacion, Medicina alternativa, Ratones de laboratorio,

Sistema respiratorio.

Abstract

The Petiveria alliacea is a plant used in different studies, where it has been effective
for the respiratory pathologies in the human, obtaining satisfactory results. Rattus
norvegicus strain Wistar (RncW) are susceptible to small particles such as dust or
sawdust, producing respiratory diseases in them; Therefore, in this project an
alcoholic extract of young leaves and stems of the P. alliacea was elaborated to
supply it to the RncW who presented allergic respiratory signs produced by sifting
sawdust. Three groups were formed, two of the groups formed by animals with
respiratory signs and the third by animals without respiratory signs. Alcoholic extract
from young leaves and stems of P. alliacea was administered orally in a group of
animals with allergic respiratory symptoms and the other with clinically healthy
animals. A clinical examination and histopathology were performed to detect the
possible improvement of these animals. Animals with allergic respiratory symptoms
that were given anamu presented a decrease in symptoms and no histopathological

findings were found.

keywords: Anamd, Investigation, Alternative Medicine, Laboratory mice, Respiratory

system.



Introduccién

Los animales de laboratorio son definidos como aquellas especies que se
encuentran bajo condiciones controladas, los cuales son utilizados como un objeto
de experimentacion cientifica, docencia, desarrollo tecnoldgico e innovacion y para
pruebas de laboratorio (1). Los mas utilizados son los ratones de laboratorio RncW
debido a que son animales muy adaptables, que se pueden someter a diversas
condiciones especificas, las cuales se deben controlar con distintas variables

climéticas (2,3).

Los ratones de laboratorio llevan mas de un siglo contribuyendo al avance de la
medicina, también han ayudado a descubrimientos en la ciencia, los cuales tienen
un papel fundamental para tratar distintas enfermedades en los humanos y otros
animales; pero en algunas ocasiones los ratones de laboratorio; en especial las
RncW presentan patologias respiratorias con sintomatologias desde leves a
severas, que pueden producir en muchos de los casos alta mortalidad y pérdidas

econdmicas en la elaboracion de proyectos de experimentacion (1,4).

Para diagnosticar algun tipo de enfermedad existen diferentes pruebas diagnésticas,
pero en los casos que se necesiten 6rganos de los animales para histopatologia; es
necesario el sacrificio de los animales el cual, debe ser mediante un método indoloro
y réapido; en los animales de laboratorio se puede utilizar diferentes meétodos
guimicos pero el mas usado son los anestésicos inhalatorios como el halotano, el
isoflurano y el enflurano que actuan deprimiendo el sistema vascular junto con el

sistema respiratorio generando anestesia y después la muerte del animal (1,5,7).

Los animales de laboratorio han sido utilizados en diferentes proyectos de
investigacibn como objeto experimental, pero estos son susceptibles con mayor
frecuencia a particulas pequefias que se encuentran en el ambiente, las cuales
pueden generar enfermedades respiratorias en este tipo de animales, ocasionando
pérdidas econémicas al interferir negativamente en algun proyecto de investigacion

gue se esté desarrollando con las RncW (8,9).



Las RncW con sintomas respiratorios alérgicos se les puede suministrar un
medicamento de origen natural que no altera las funciones biolégicas como el
extracto etandlico de la P. alliacea (10), con esta planta se han elaborado diferentes
estudios, en los cuales se han comprobado que la P. alliacea ha sido efectiva para

las patologias respiratorias en el humano (11-16).

La P. alliacea es un arvense de la familia Phytolaccaceae conocida en Colombia
como Anamu (Grafico 1). EI anamu en las hojas y los tallos jovenes contiene
taninos, alcaloides, glucésidos, saponinas y son ricas en oligoelementos inorganicos,

ademas es la raiz tiene esteroides, terpenoides, poli fenoles y cumarinas (17,18).

La P. alliacea es usada en tabletas para enfermedades del tracto respiratorio en los
humanos en paises como Argentina y Nicaragua;, debido a sus propiedades
inmunoestimulantes que se les atribuyen a los taninos, poli fenoles y bencil-2-
hidroxi-5-etil-trisulfuro, los cuales se encuentran en las hojas y tallos jévenes
(14,17,19).

Actualmente, se utiliza como medicamento alternativo para diferentes enfermedades
y se comercializa por varias entidades como suplemento nutricional o como
inmunomodulador en humanos (10). En especial, el efecto inmunoestimulante se les
atribuye a los taninos, poli fenoles y bencil-2-hidroxi-5-etil-trisulfuro; los cuales se
encuentran presentes en las hojas y tallos jévenes de la planta (15,18,20).

Grafico 1. Planta Petiveria alliace. Fotos tomadas por Diana Carolina Quiceno Gallego (DCQG), estudiante de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (MVZ) de la Universidad Tecnolégica de Pereira (UTP)




El presente trabajo de investigacion se elabor6 con el fin de determinar los efectos
del extracto etanodlico de Petivera alliacea en el tratamiento de alergias respiratorias

en Rattus norvegicus cepa Wistar.
Materiales y métodos

El presente proyecto de investigacion se realizé en la Universidad Tecnoldgica de
Pereira, la cual se encuentra ubicada en la ciudad de Pereira, departamento

Risaralda (Colombia).

Como objeto de experimento se utilizaron 14 ratas RncW 7 hembras y 7 machos
jovenes clinicamente sanos con una edad de 6 meses, las cuales se mantuvieron en
el bioterio de la Fundacién Universitaria San Martin en Cali con condiciones

ambientales adecuadas.

La elaboracion del extracto etandlico de P. alliacea se llevo a cabo el protocolo
reportado por Pérez et al. (2006)(13); Navarro (2009)(12); Zaa et al. (2012)(21);
Santander et. al. (2009)(22) y Pacheco, et al. (2013)(23). Debido a que se ha
demostrado que en humanos el extracto etandlico de la P. alliacea es

inmunomodulador (18,20).
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Grafico 2. Elaboracién del Extracto etandlico de Petiveria alliacea, los nimeros indican los pasos mencionados
anteriormente. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

En el extracto etandlico de P. alliacea Utilizando como reactivos 100 g de las hojas y
tallos jovenes de P. alliacea, 80 ml de alcohol etilico, 0.5 ml de hipoclorito y 100 ml

de agua estéril.

Para el procedimiento de la elaboracion del extracto se hizo de la siguiente manera;
1. Se selecciond y se pesé el material biolégico; 2. Se desinfectaron las hojas y
tallos jovenes de P. alliacea; 3. Estos se cortaron, se maceraron y se pesaron para
rectificar la misma cantidad que al principio, 4. Se precipito la solucién durante dos
dias, 5. Se realiz6 la evaporacién de solutos o particulas extrafias mediante una
estufa y un ventilador; 6. Se filtr6 la solucién y se termin6é de evaporar el total del
alcohol etilico, 7. Se dej6 reposar la solucién durante 3 dias, 8. Se finalizé la
preparacion del extracto etandlico de P. alliacea agregando agua destilada.
Finalmente, 9. se almaceno entre 15 a 20°C.

Después de elaborar el extracto etandlico de anamu y tener las 14 RncW se

formaron tres grupos, cada uno de ellos formado por 4, 3 y 7 RncW,



respectivamente, los cuales se les dio el nombre de Grupo experimental 1, Grupo
experimental 2 y Grupo experimental 3.

El grupo experimental 1 (n=4), estuvo conformado con machos RncW identificados
con los numeros 065/066/067/068 en la oreja derecha que se encontraban con
sintomas respiratorios alérgicos inducidos y se les suministré el extracto etandélico de

P. alliacea.

El grupo experimental 2 (n=3), estaba conformado con machos RncW identificados
con los numeros 064/167/168 en la oreja derecha los cuales se encontraron con

enfermedad respiratoria alérgica inducida pero no se le aplicé ningan tratamiento.

El grupo experimental 3 (n=7), estuvo conformado con hembras RncW identificadas
con los numeros 118/125/132/137/140/144/145 que se encontraron sanas
clinicamente y se les suministré el extracto etandlico de P. alliacea (Grafico 3).

n=3
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Grafico 3. Grupos de experimentacion. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

Para la induccion de los sintomas respiratorios alérgicos en las RncW se realizé con

la combinacién de viruta de madera y aserrin, debido a que los ratones de



laboratorio han presentado susceptibilidad a la poca cantidad que en algunas
ocasiones contiene la viruta de madera (8).

Por lo mencionado anteriormente, para la cama de estos animales se utilizo aserrin
durante el primer dia del proyecto de investigacion para el grupo experimental 1y el
grupo experimental 2; mientras que para el grupo experimental 3 se utilizo viruta de

madera (Grafico 4).

Cada 2 dias que se realizé el cambio de camas, se procedio a cernir el aserrin, para
utilizarlo en los grupos que se les indujo la enfermedad respiratoria alérgica y se les

combino después del primer cambio de camas aserrin con viruta de madera.

Grafico 4. Induccion de sintomas alérgicos respiratorios en RncW. 1. Aserrin con viruta de madera. 2. Cernir el aserrin. 3.
Aserrin cernido. 4. Caja de las RncW con cama de aserrin. 5. RncW en la caja con cama de aserrin por un dia. 6. RncW en la

caja con cama de aserrin con viruta de madera durante 20 dias. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

La administracion del extracto etandlico de P. alliacea en las RncW se realizé en el
agua de bebida teniendo en cuenta que estas debian presentar signos respiratorios;

para que los animales tomaran el medicamento completo, estos se dejaron la noche




anterior sin agua de bebida. Para el suministro del extracto etandlico, se emple6 una
jeringa con la tapa del recipiente de bebida y el chupo de este, la dosis fue de 1ml de
extracto etandlico de P. alliacea mas 4 ml de agua normal a las 8am de lunes a
sabado durante 21 dias (Grafico 5)(24).

Se realizaron observaciones todos los dias de las manifestaciones clinicas de una

posible mejoria y se registraron en la bitacora.

Para el diagnostico definitivo de las RncW se realizd un examen clinico de la rata
Wistar desde las 8am hasta las 11am de lunes a sabado durante 21 dias; en el cual

se observaron sintomas de alergias respiratorias en las RncW.

Grafico 5. Administracion del extracto etandlico de Petiveria alliacea.
Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

Después de terminado el proyecto de investigacion que duré 30 dias en total, el
sacrificio de los animales se realizo en la caja donde se encontraron las RncW , la
cual estuvo tapada con un plastico negro, posteriormente se suministrO en tres
motas de algodon altas dosis de isoflurano que fue inhalado por los animales; luego
se realiz6 una necropsia de las RncW, las cuales se dejaron en ayuno durante 5
horas aproximadamente; para la histopatologia el envio de muestras se realizé la

combinacion de Formol 10% mas agua (10ml:8ml).



Para el beneficio de las RncW se les administro via inhalada una sobre dosis de
isofluorano para los grupos experimentales 2 y 3, el anterior proceso se realiz6 en la
caja tapada con una bolsa negra y encima una tabla, al grupo experimental 1 se le
realiz6 lo mismo que a los otros dos grupos con la excepcion de la RncW 137 que se
le aplicd Eutanex intracardiaco; cada una de las RncW se colocaron de cubito

supino, se les reviso el choque precordial para asegurarse que estuvieran muertas.

Para empezar la necropsia se realizd un corte por la mitad de la RncW, se observo
los 6rganos in situ especialmente la traquea, los pulmones, el corazon, el higado y
los rifiones; las muestras de cada uno de los anteriores érganos se colocaron en la
solucion preparada anteriormente marcadas con el nimero de cada animal y la
fecha, para ser enviadas al laboratorio de histopatologia DIAGVES (Diagnostico
Veterinario Especializado) en la ciudad de Cali y asi poder identificar alguna
alteracion del tejido(5, 25-28).

Con los datos recolectados se realizé un analisis descriptivo respecto a los signos
clinicos y los resultados histopatolégicos. Adicionalmente se realiz6 una
comparacion de las proporciones entre los tratamientos mediante una prueba de

Chi-cuadrado, usando el software R.

Resultados y discusion

Grafico 6. Comportamiento y posturas de RncW. 1. Estornudos y molestia en la nariz. 2. Peri orbital y nariz rojos. 3. Decaidos

y agresividad. 4. Apetito normal. 5. Polidipsia. 6. Ansiedad y alertas. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.



La combinacion de proporciones iguales de viruta y aserrin se pudo observar que las
RncW tenian sintomas tales como; estornudos, pelaje erizado, Peri orbital rojizo,
nariz rojiza, decaimiento, polidipsia, ojos semi-cerrados, cara inflamada, rascado de
ojos y orejas (Grafico 6); ademas, que estuvieron inquietas, agresivas pero con

apetito normal (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de animales con sintomas respiratorios alérgicos post

induccion, presentes en Rattus norvegicus cepa Wistar

Sintomatologia Grupo_Exp. 1 Grupo_Exp. 2

n=4 n=3
Decaimiento* 43 32
Rascado de nariz* 32 32
Ojos semi-cerrados* 3a 3a
Pelaje erizado* 3a 32
Polidipsia* 42 32
Agresividad* 22 22
Estornudos* 43 32
Apetito normal* 42 32
Nariz roja* 3a 32
Peri orbital rojo* 3a 32
Rascado de ojos™* 4a 3a
Rascado de orejas* 4a 32
Inquietos* 4a 3a
Cara inflamada* 42 32

a Sintomas respiratorios alérgicos observados durante dos dias. + Segun la prueba chi cuadrado no existen diferencias

significativas estadisticamente p<0.05.

En un estudio realizado con ratones de laboratorio usado un liquido incoloro o
amarillo con olor desagradable (acroleina) eran de 0,7 mg en concentraciones
atmosféricas, ocasiond sintomas clinicos respiratorios severos tales como irritacion
nasal, lagrimeo, disnea, tos, aumento en la cantidad de esputo, obstruccion
bronquial y cianosis, signos un poco mas fuertes a los encontrados en el presente
trabajo (8).

Se obtuvo un extracto etandlico de P. alliacea de hojas y tallos jovenes para
suministrarlo a las RncW que se encuentran con alergias respiratorias. Normalmente
la P. alliacea es usada en tabletas para enfermedades del tracto respiratorio en los

humanos en paises como Argentina y Nicaragua; debido a sus propiedades



inmunoestimulantes que se les atribuyen a los taninos, poli fenoles y bencil-2-
hidroxi-5-etil-trisulfuro, los cuales se encuentran en las hojas y tallos jovenes
(11,14,17,19).

Después del suministro del extracto etandlico de hojas y tallos jévenes de la P.

alliacea en las RncW se pudo encontrar lo siguiente:

Tabla 2: Efectos del extracto etandlico de las hojas y tallos jovenes de la
Petiveria alliacea en las Rattus norvegicus cepa Wistar

Grupo Exp. 1 Grupo Exp. 2 Grupo Exp. 3
Sintomatologia Enfermas/Anamu Enfermas/Sin Anamid Sanas/Anamu

n=4 n=3 n=7
Heces  contextura, 42 3a 72
color y olor normal*
Orina en color y olor 42 32 —a
normal*
Disminucion del olor 42 i —a
de la orina*
Inquietud* 4a 32 72
Agresividad* - 32 -
Tranquilos* 43 - 72
Duermen* 42 - 72
Estornudos* - 32 -
Nariz roja* - 32 -
Peri orbital rojo* - 32 -
Alertas* 4a - 72
Apetito normal* 4a 32 72
Pelaje erizado* - 32 -
Polidipsia* - 32 -
Cara Inflamada* - 32 -

a Se realizo6 la observacion de las Rattus norvegicus cepa Wistar durante 21 dias, después de la suministracion del extracto
etandlico de las hojas y tallos jovenes de la Petiveria alliacea. + Segun la prueba chi cuadrado existen diferencias significativas

estadisticamente p<0.05. * Segun la prueba chi cuadrado no existen diferencias significativas estadisticamente p<0.05.

En el grupo experimental 1 se encontré disminucion de estornudos, el pelaje no se
encontraba erizado, la nariz ya no era roja ni el peri orbital estaba rojizo. Ademas, se
pudo observar que estas se encontraban durmiendo tranquilamente, también se
pudo notar que habia disminucién del olor de la orina, las heces eran de color y olor

normal, se encontraban alertas y con apetito normal (Tabla 2).



En el grupo experimental 2 se encontr6 todavia estornudaban, tenian la nariz roja al
igual que el peri orbital rojizo, seguian con el pelaje erizado y con polidipsia.

Ademas, seguian agresivas e intranquilas, pero con apetito normal (Tabla 2).

En el grupo experimental 3 se encontr6 que dormian tranquilamente mientras que
otras estaban alertas, ademas su orina estaba de color y olor normal, al igual que las

heces, pero estas tenian contextura normal (Tabla 2).

Después de la observacion de los sintomas respiratorios y la disminucién de estos al
suministrar el extracto etandlico de P. alliacea a las RncW, estas se sacrificaron para

el envié de muestras al laboratorio de histopatologia.

La necropsia de las RncW se realizé con el fin de encontrar cambios macroscopicos
y microscopicos en estos animales, los resultados de las muestras que se enviaron a

histopatologia se muestran a continuacion:

En el grupo experimental 1 se encontré6 macroscopicamente que los pulmones de
color rosado, el higado normal, riilones normales y se encontraban delgadas (Tabla
3, Grafico 7).
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Grafico 7. Necropsia grupo experimental 1. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

En el grupo experimental 2 se pudo observar macroscopicamente (Grafico 8) que el
riion izquierdo estaba inflamado, habia fibrilacion cardiaca, cambios en los

pulmones de los animales tales como nédulos en el pulmén izquierdo (Tabla 3).
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Grafico 8. Necropsia grupo experimental 2. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

En el grupo experimental 3 se encontr6 macroscopicamente que en la cavidad
toracica habia acumulacién de sangre (hemotorax) y el pulmén izquierdo estaba de
coloracién amarillo anaranjado en la RncW 137, debido a que se le aplico Eutanex
intracardiaco, (Grafico 9) las demas tenian los pulmones de color rosado, el higado

normal, rifiones normales y estaban delgadas (Tabla 3).

Delgadas |
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Grafico 9. Necropsia grupo experimental 3. Fotos tomadas por DCQG, estudiante de MVZ de la UTP.

En estudio realizado en Carmen Bolivar, Colombia con bovinos cebuinos, se pudo
observar que al suministrar la Petiveria alliacea de forma manual puede ocasionar
en los bovinos edema duodenal, nédulos linfaticos ligeramente aumentados,
enfisema y cianosis pulmonar, degeneracion y decoloracion cardiaca, muscular y
renal, el rifidn se encontraba inflamado (29). En altas dosis puede ocasionar aborto
en rumiantes (10,14,30).



El grupo experimental 1 se encontré microscopicoscopicamente que en los 6rganos

examinados no se evidenciaron cambios estructurales (Tabla 4).

Tabla 3. Hallazgos macroscopicos de las Rattus norvegicus cepa Wistar

Hallazgos Grupo Exp.1 Grupo Exp. 2 Grupo Exp. 3
go Enfermas/Anami Enfermas/Sin Anamu Sanas/Anamu
macroscopicos - _ _
n=4 n=3 n=7
Delgadas* 4a - 72
Fibri!acién i 32 i
cardiaca*
Pulmon rosado* 4a - 62
Pulmon izquierdo i 3a i
con nodulos*
Pulmén amarillo i i 1b
anaranjado*
Higado normal* 42 - 62
Riflones Normales* 4a - 62
Rifion izquierdo i 3a i
inflamado*
Hemotdrax* - - 1°

a Observacion en las Rattus norvegicus cepa Wistar. b Observacion en la 137 Rattus norvegicus cepa Wistar. + Seguin la

prueba chi cuadrado existen diferencias significativas estadisticamente p<0.05.

El grupo experimental 2 se pudo observar microscopicamente areas de hemorragia

en pulmén y edema pulmonar (Tabla 4).

El grupo experimental 3 se observd microscOpicamente que no se evidenciaban
cambios estructurales. Solamente en la RncW 137 se encontr6 edema pulmonar el
cual fue ocasionado por el Eutanex intracardiaco que se uso en el animal para su

sacrificio (Tabla 4).

Mientras que en un estudio realizado en México sobre el extracto de la raiz de la P.
alliacea el cual se suministré en ratas Wistar, se pudo identificar que en la trdquea
habian areas variables de hiperplasia en el epitelio, zonas desprovistas de cilios,
signos de aumento en la secrecion de las células caliciformes y areas desprovistas
de epitelio que se incrementaron con el tiempo; en los bronquiolos se observo
activacion de las células de Clara, areas desprovistas de epitelio, y células

mononucleares en la luz del bronquiolo; en el pulmén se identificO engrosamiento de



tabiques alveolares, incremento de las fibras de colagena, congestion y
extravasacion capilar, ademas de exudado intralveolar (31).

Tabla 4. Hallazgos microscépicos en las Rattus norvegicus cepa Wistar

Hallazgos Grupo Exp.1 Grupo Exp. 2 Grupo Exp. 3

microscopicos Enfermas/Anamd Enfermas/Sin Anamd  Sanas/Anamu
Edema pulmonar* - 32 1P
Hemorragia* - A -
Sin hallazgos* 42 - 62

a Observacion en las Rattus norvegicus cepa Wistar. b Observacién en la 137 Rattus norvegicus cepa Wistar. * Segun la
prueba chi cuadrado existen diferencias significativas estadisticamente p<0.05.

Conclusiones

Las Rattus norvegicus cepa Wistar son susceptibles al aserrin produciendo signos
respiratorios como; estornudos, pelaje erizado, o0jos y nariz roja; también se pudo

observar que las RncW no generan inmunidad a signos respiratorios.

El suministro del extracto etandlico elaborado con hojas y tallos jévenes de Petiveria
alliacea sirve para los signos respiratorios alérgicos que se producen por el aserrin

en las RncW.

El suministro del extracto etandlico de P. alliacea en las RncW produce una

disminucién de la musculatura en este tipo de animales.
Recomendaciones

Para los investigadores que deseen realizar estudios similares se recomienda el uso
hojas y tallos jovenes para la elaboracion del extracto etandlico de P. alliacea, el cual
tuvo un efecto significativo en la disminucion de sintomas respiratorios alérgicos en
las RncW.



Ademas se puede tener una muestra con mayor cantidad de animales y teniendo en
cuenta que para mejores resultados se podria manejar proporciones iguales en los

diferentes grupos de experimentacion.
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