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RESUMEN.

Introduccion: La yerba mate es una infusion muy popular producida y consumida
en Argenting, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay. Se procesa a partir de hojas y tallos
de llex paraguariensis.

Objetivo: analizar los efectos del extracto de llex paraguariensis sobre la cristaliza-
cion de acido Grico en un modelo in vitro en presencia y ausencia del extracto de
llex paraguariensis.

Métodos: Ensayo experimental de fase pre clinica en el que se evaluaron mues-
tras pareadas determinando las variaciones registradas entre la medicion basal
a tiempo cero y a los 30 minutos de ndmero de cristales, dimensiones y nimero
de agregados formados. Los resultados fueron analizados empleando la prueba
estadistica de los rangos con signo de Wilcoxon.

Resultados: Los resultados del ensayo control mostraron un aumento del nimero,
Autor corresponsal: agregados y tamano de los cristales. En el ensayo con extracto de /lex paraguariensis
Andrea Ayala a concentracion al 10%, los resultados mostraron tendencia a la disminucion del na-
jami.ayala777@gmail.com  merode cristales y de sus dimensiones. En el caso de los agregados llama la atencion

la escasa formacion o incluso la ausencia de agregados de cristales de acido Grico.
Palabras clave:

llex paraguariensis. Conclusion: Este estudio podria repetirse con mas ensayos incluyendo otras con-
Acido drico. Yerba mate. centraciones y presentaciones comerciales. Los resultados podrian ser indicadores
Cristalizacion. de las posibles propiedades de la yerba mate para combatir la formacion, el cre-

cimiento vy la agregacion de cristales de acido rico y, por tanto, una herramienta
interesante en el complemento del tratamiento de la litiasis Urica.
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ABSTRACT

Background: Yerba mate is a very popular infusion produced and consu-
med in Argenting, Brazil, Chile, Paraguay and Uruguay. It is processed from
leaves and stems of llex paraguariensis.

Objective: To analyze the effects of the extract of /lex paraguariensis on the
crystallization of uric acid in an in vitro model in the presence and absence
of the extract of llex paraguariensis.

Methods: Experimental trial of pre-clinical phase in which paired samples
were evaluated determining the variations registered between the basal
measurement at time zero and at 30 minutes of number of crystals, di-
mensions and number of aggregates formed. The results were analyzed
using the statistical test of the signed Wilcoxon ranges.

Results: The results of the control test showed an increase in the number,
aggregates and size of the crystals. In the case of the test with llex para-
guariensis extract at 10% concentration, the results showed a tendency to
decrease in the number of crystals and in their dimensions. In the case of
aggregates, it is striking, in comparison with the control tubes, the scarce
formation or even the absence of aggregates of uric acid crystals

Conclusion: This study could be repeated with more trials including other
concentrations and commercial presentations. The results could be indi-
cators of the possible properties of yerba mate to combat the formation,
growth and aggregation of uric acid crystals and, therefore, an interesting
tool in complementing the treatment of uric lithiasis

INTRODUCCION.

La urolitiasis es una de las mas antiguas enferme-
dades conocidas. Es el tercer problema mas comin
del tracto urinario, con un riesgo estimado de vida
de 2-5% en Asia, 8-15% en Europa y América y alre-
dedor de 20% en el Oriente Medio (1). La urolitiasis
resulta ser un gran problema pues alcanza a afectar
al 1-14% de la poblacion dependiendo de la zona. (2)

Los calculos de acido Grico se forman cuando la orina
posee un pH acido y en condiciones de hiperuricosu-
ria. La hiperuricosuria puede presentarse en personas
con ingesta elevada de carne, pescados 0 mariscos v,
por tanto, son mas propensas a desarrollar este tipo
de litiasis (3). Es importante resaltar que el pH de la
orina es un factor determinante en la formacion de los
calculos, por lo que cualquier alteracion de este es de
interés para la prevencion de este tipo de litiasis. (&).

El consumo de infusion de llex paraguariensis (cono-
cido popularmente como yerba mate), un arbusto
de la familia Aquifoliaceae, esta muy difundido en
paises como Argentina, Brasil, Chile, Paraguay vy
Uruguay (5).

Numerosos compuestos fitoquimicos activos de
. paraguariensis han sido identificados v al cual se
le atribuye numerosos efectos beneficiosos para la
salud (6). Sin embargo, se desconoce si posee algln
efecto sobre el proceso de formacion de los cristales
de acido drico v, por tanto, es prioritario iniciar es-
tudios que aborden la verificacion de estos posibles
efectos. El objetivo del trabajo fue analizar los efec-
tos del extracto de la planta llex paraguayensis sobre
la cristalizacion de acido Grico inducida in vitro (7).
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MATERIALES Y METODOS.

Ensayo experimental de fase pre clinica. El trabajo
de investigacion se llevo a cabo en el Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS), San
Lorenzo-Paraguay

Preparacion del extracto

Se empled como material de partida para la prepa-
racion del extracto una presentacion comercial de
yerba mate de marca Indega, variedad Clasica, la
cual no presenta otras hierbas naturales agregadas
en su formula. El extracto se prepard empleando
condiciones similares a las tipicas de la infusion
tradicional, es decir, se pesaron 5 gramos de yerba
mate y se suspendieron en 100 mL de aguaa 4°C,
dejando reposar por 15 minutos. Se procedio a pro-
cesos sucesivos de filtracion con el objetivo de re-
mover particulas sélidas, el primer filtrado se reali-
z0 con gasa estéril, posteriormente se hicieron dos
filtrados sucesivos con papel de filtro Whatman, al
final de lo cual se obtuvo una solucion libre de par-
ticulas sélidas y con una concentracion aproximada
de 5% p/v.

El extracto fue examinado al microscopio para veri-
ficar la ausencia de particulas so6lidas que pudiesen
interferir en el proceso de identificacion y contaje
de cristales de acido rico.

Preparacion de la orina sintética

Se prepard una solucion de sales en concentra-
ciones similares a las presentes en orina y que se
denomind orina sintética, siguiendo condiciones
descritas por Grases vy colaboradores (8). La orina
sintética se prepard mezclando 800 pL de la solu-
cion Ay 800 pL de la solucion B, cuyos componen-
tes se detallan en la tabla 1, esto fue incubado a
37 °C. Ademas, se agregaron 400 pL de acido Grico
[2 g/L] y la solucion resultante tiene un pH alca-
lino de forma a que la generacion de los cristales
de acido Urico (Figura 1) estuviese inhibida hasta el
momento del disparador del ensayo.

Preparacion de la solucion control

La solucion control fue preparada colocando partes
iguales de la solucion Ay la solucion B mostradas

en la tabla A. Fueron agregados 400 pl de acido uri-
co[2 g/L]y preincubadas a 37 °C. (Tabla 1)

Figura 1. Vista microscopica de los cristales de acido Grico en
la orina sintética

Solucion A [ mM Solucién B mM

MgS04 5,98 | NaH2PO4 15.45
NHA4CI 86,73 | NaH2P0O4. 12H20 |15.64
KCl 162,6 | NaCl 223.08

Tabla 1. Concentraciones de los reactivos utilizados en el
presente trabajo

Ensayo de cristalizacion

El ensayo de cristalizacion se llevd a cabo por tri-
plicado, tanto en los tubos control como en los
tubos de experimento. En los tubos de control se
adicionaron 200 pL de agua destilada estéril y en
los tubos destinados a medir el efecto de la yerba
se agregaron 200 pL del extracto de yerba mate.
El disparador de la generacion de cristales de acido
drico incluyé la adicion de 45 pL de HCI [1N] ajus-
tando asi el pH a 4,4, utilizando para la medicion del
pH tiras especificas con sensibilidad de un decimal
de la marca Mackery v tipo Duotest con rango de
pH 3,5-6,8.

Los tubos de ensayo fueron incubados a 37 °C en
bano maria utilizando el equipo de marca Mem-
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mert. Se colectaron muestras tanto de los con-
troles como de los tubos de experimento a tiempo
cero, es decir en el momento del agregado del acido
clorhidrico como disparador de reaccion y a los 30
minutos de incubacion. En ambos tiempos, tanto
para los controles (n=3) y experimentos (n=3), se
realizd el estudio de microscopia para el recuento y
medicion de cristales, nimero de agregados.

Estudio microscopico

Los cristales fueron contados empleando el micros-
copio optico con luz polarizada de marca IN SITU
SA, utilizando la camara de Neubauer y realizando
el calculo segln procedimiento estandarizado. Se
determind el nimero y el tamano de los cristales,
asi como el nimero de agregados. Los resultados
fueron registrados en planillas disefadas para el
protocolo de estudio. El tamano de los cristales se
determind empleando un micrémetro incluido en
el ocular del microscopio y se midieron 10 cristales
al azar en cada muestra analizada, tomando como
medida el promedio obtenido de estas mediciones.

Procedimiento estadistico

Los datos analizados corresponden a muestras pa-
readas ya que tanto en los controles como en los
experimentos se determinaron las variaciones re-
gistradas entre la medicion basal a tiempo cero y
la medicion final a tiempo 30 minutos. Por tanto,
las diferencias que se registraron en estas variacio-
nes son las que se desea determinar si son esta-

disticamente significativas. Se utilizo estadistica no
paramétrica, empleando mediana como medida de
tendencia central y debido a que el nimero de re-
peticiones es inferior a 30. Frente a lo expuesto la
prueba estadistica apropiada para el presente tra-
bajo es la prueba de los rangos con signo de Wilco-
xon. La prueba del signo de Wilcoxon se utiliza para
muestras pareadas y no paramétricas; compara
dos mediciones de rangos (medianas) y determina
que la diferencia no se deba al azar, es decir, que la
diferencia sea estadisticamente significativa (9).

Se considero un intervalo de confianza del 95% y p<
0,05 como estadisticamente significativo.

RESULTADOS.

Fueron realizadas dos lecturas por ensayo tenien-
do en cuenta los siguientes parametros: nUmero de
cristales (por plL), el tamano (um) y el nimero de
agregados de cristales (por pL): una lectura basal y
una lectura a los 30 minutos. Cada ensayo tuvo un
total de 3 repeticiones independientes (Tabla 2)

El sistema de generacion del extracto con las filtra-
ciones sucesivas permitio obtener un extracto libre
de particulas sin interferir en la lectura de los re-
sultados. El sistema de la orina sintética demostro
carecer de cristales de acido Grico en las condicio-
nes de pH alcalino y fue optimo en la formacion de
cristales de acido Grico una vez iniciada la reaccion
con la adicion del disparador de acido clorhidrico
que llevo el pH de la mezcla a 4, 4.

16

Numero de cristales Numero de agregados Tamafio de cristales

Basal |Final |Variacién |Basal|Final Variacién |Basal |Final Variacién
Control
1 20 37 17 50 93 43 16 20 3
Control
1 2 17 15 5 43 38 12 25 13
Control
1 15 73 58 38 183 145 7 25 18
Mediana
1 15 37 17 38 93 43 12 25 13
Cuartil 1 9 27 16 21 68 40 10 22 8
Cuartil 3 18 55 38 44 138 94 14 25 16

Tabla 2. Resultados del ensayo control (cristalizacién en ausencia del extracto de llex paraguariensis)

(n=3)
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En presencia del extracto de la yerba mate, los re-
sultados mostraron una tendencia a la disminucion
en el nimero de cristales y también en sus dimen-
siones. En el caso de los agregados, en compara-
cion con los controles, la escasa formacion agrega-
dos de cristales de acido Grico (Tabla 3).

Si bien se observo una tendencia en la disminucion
de todos los parametros medidos en presencia del
extracto de la yerba mate frente a los controles,
la diferencia no fue estadisticamente significativa
(p=0,109).

DISCUSION.

Se pueden destacar los siguientes aspectos, pri-
mero: el sistema de orina sintética y el esquema de
ensayo in vitro funcionaron de forma optima para
evaluar la formacion de los cristales de acido Grico
y, por tanto podrian emplearse a futuro en experi-
mentos que evallen otras condiciones de concen-
tracion del extracto de yerba mate o incluso com-
puestos totalmente diversos; en segundo lugar: los
resultados observados son prometedores ya que se
observo una tendencia a la disminucion tanto en el
numero de cristales de acido Urico, en sus dimensio-
nes medias, asi como en la casi nula formacion de
agregados en presencia del extracto de yerba mate.
Resultados similares fueron observados en estudios
que utilizaron plantas de especies distintas como
Cola de caballo (Equisetum arvense) que refieren que
el extracto acuoso de Ia hierba inhibe el crecimiento
y nimero de cristales de acido arico (10).

Con el extracto al 10% P/V se observo una tenden-
cia a la disminucion tanto en el nimero y tamano
de cristales asi como en el nimero de agregados. Si
bien esta diferencia no es significativa, es probable
que se deba al nUmero de muestras pequeno y se
utilizé una sola concentracion de extracto. Estos re-
sultados nos llevan a postular en un futuro proximo
la repeticion de estos experimentos, aumentan-
do en nimero de duplicados y también probando
concentraciones diversas del extracto acuoso que
puedan permitir estudiar un posible efecto ligado
a la dosis; se pueden a asociar a componentes de
la yerba mate como la teobromina cuyo efecto ya
ha sido comprobado por grupos de investigacion
internacionales como un inhibidor de la formacion
de cristales de acido Urico, descrito por Grases y co-
laboradores.

Debemos senalar como limitaciones del estudio, el
numero discreto de repeticiones realizadas tanto
de los controles como de los experimentos con el
extracto de yerba mate y que podrian estar ligadas
a que el analisis de las variaciones registradas no
haya sido estadisticamente significativo. Sin em-
bargo, creemos que la ampliacion del nimero de
experimentos, asi como pruebas con concentra-
ciones diversas del extracto, o incluso la verifica-
cion de estos efectos con otras presentaciones co-
merciales de yerba mate podrian demostrar que el
efecto vy la tendencia observados se confirma.

Numero de cristales Numero de agregados Tamafo de cristales

Basal Final | Variacién | Basal Final |Variacién |Basal Final [Variacién
Experimento
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Experimento
1 4 0 -4 10 0 -10 6 0 -6
Experimento
1 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0
Cuartil 1 0 0 -2 0 0 -5 0 0 -3
Cuartil 3 2 0 0 5 0 0 3 0 0

Tabla 3. Resultados del ensayo de cristalizacion en presencia del extracto de /lex paraguariensis a concentracion al

10% (P/V). (n=3)
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