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RESUMEN

Introduccion: El Phyllanthus sp. o “Para para’i” es conocido
por disolver piedras de los rifiones, la vejiga y la vesicula.
Objetivo: Analizar el efecto del extracto acuoso de Phyllanthus
sp. sobre la cristalizacién de oxalato de calcio inducida in vitro,
evaluando el nimero de cristales, sus dimensiones y el nimero
de agregados cristalinos.

Métodos: Ensayo experimental de fase preclinica, realizado
en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud. De
acuerdo con la técnica de Bensatal et. al. fueron utilizados tres
grupos: Phyllantus sp. al 5%, al 10% y un grupo control. Se
realizaron dos lecturas, una lectura basal y otra a los 10 minutos
teniéndose en cuenta el nimero de cristales/mm?, el tamafio
(um) y el numero de agregados de cristales/mm?. Cada ensayo
tuvo seis repeticiones.

Resultados: Se obtuvo asociacién significativa (p<0,05) de
la mediana de las variables nimero de cristales y cantidad
de agregados de cristales de los extractos al 5mg% y 10mg%
con las del ensayo control. La asociacién de la mediana de la
variable tamafio de los cristales, entre el grupo control y el
extracto al 5%, no fue significativa; con el extracto al 10% si
hubo significancia.

Conclusion: El extracto del Phyllantus sp. disminuyé el nimero

de agregados de los cristales de oxalato de calcio. Los efectos

sobre el crecimiento de los cristales fueron inconclusos. El

Phyllantus sp. podria prevenir la formacion de calculos renales,

se sugiere realizar estudios in vitro, repitiendo el experimento
Palabras clave: Fitoterapia,  con otras concentraciones y un mayor numero de ensayos,
Litiasis, Oxalato de Calcio. como asi también in vivo.
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IN VITRO EFFECT OF AQUEOUS

EXTRACT OF PHYLLANTHUS SP. ON THE
CRYSTALLIZATION OF CALCIUM OXALATE
ABSTRACT

Background: Phyllanthus sp. also called “Para para’1” is known for
its property to dissolve stones in kidneys, bladder and gallbladder
Objetive: To analyze the effect of aqueous extract of Phyllanthus
sp. on the crystallization of calcium oxalate induced in vitro by
evaluating the number and the size of crystals and the number of
crystal aggregates.

Methods: Preclinical phase experimental testing, done at the
Health Sciences Research Institute. According to the technique
of Bensatal et al. three groups were used: Phyllantus sp. to 5%,
to 10% and a control group. Two readings were taken: one
basal reading and the other at 10 minutes, taking into account
the number of crystals / mm?, the size (um) and the number of
aggregates of crystals / mm?. Each trial had six replicates.
Results: The comparisons of the medians of the variation
recorded from the control and test solutions were analyzed. A
p<0.05 was considered as significant. A significant association
(p<0.05) was found between the medians of the number of
crystals and the amount of crystal aggregates of the extracts at
5 mg% and 10 mg% with the control group. The association
of the crystal size variable, between the control group and the
5% extract, was not significant; with the extract at 10% it was
significant.

Conclusion: The extract of Phyllantus sp. decreased the number
of aggregates of calcium oxalate crystals. The effects on crystal
growth were inconclusive. Phyllantus sp. could prevent the
formation of kidney stones. It is suggested that in vitro studies are
performed, repeating the experiment with other concentrations
and in a larger number of trials, as well as in vivo.

INTRODUCCION:

Lalitiasisrenal, enfermedad conocida desde
hace siglos, se caracteriza por ser un cuadro
complejo en el que intervienen factores
genéticos, anatdmicos y ambientales. Existe
cada vez mas evidencia de que se trata de
una enfermedad sistémica que puede llevar
auna insuficiencia renal crénica susceptible
de precisar dialisis(1,2).

Los cédlculos renales son estructuras
cristalinas incluidas en una matriz organica

38

y estdn compuestos por materiales que
normalmente se eliminan por la orina.
Su formacién se inicia con la nucleacidn,
seguida del crecimiento y culmina con
la agregacién de los cristales, dentro de
un ambiente favorecido por multiples
eventos fisicoquimicos. Hasta un 70%-
80% de los calculos estan constituidos por
sales de calcio, siendo los mas frecuentes
los oxalocalcicos, que a su vez pueden
ser monohidratos (whewellita o COM) o
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dihidratados (weddellita o COD). La forma
de cristales de oxalato monohidrato (COM)
es termodindmicamente mas estable, tiene
mayor afinidad por las células tubulares
renales y por tanto es responsable, en mayor

medida, de la formacién de los calculos
renales(2—4).

Es considerada como la tercera patologia
mas comun del tracto urinario, sin tener
en cuenta la geografia, raza y cultura. La
prevalencia de litiasis renal es del 10-12%
en los paises industrializados. La incidencia
ha ido en aumento y la edad de inicio ha
disminuido. Ademas, la tasa de recurrencia
a los 10 afios se describe en mas del 50% de
los pacientes (5,6).

En Latinoamérica la prevalencia de litiasis
renal oscila entre el 1 y el 5%. En Paraguay
hay estudios que describen la morfologia de
los calculos, constituyendo las de naturaleza
oxalocalcica como las mas frecuentes, pero
no hay datos que indiquen la prevalencia
en la poblacién general (7,8).

La actuaciéon urolégica depende
fundamentalmente del tamafio y la
localizacién de los calculos. La litotricia
por ondas de choque, la pielolitomia y
nefrolitotmia percutdnea conforman las
técnicas mas utilizadas, en el caso de que
el tratamiento sintomadtico, que consiste en
hidratacidn, analgesia y espasmoliticos, no
funcione(2).

Teniendo en cuenta la alta prevalencia
de las recurrencias, la prevencidon es
fundamental en pacientes asintomaticos
y posquirtrgicos. Consiste en el aumento
de la ingesta de liquidos y agentes que
eviten la formacién o que favorezcan la
reduccién de cristales. Debido a las pocas
opciones farmacoldgicas disponibles para
tal fin, mas los efectos secundarios de los
tratamientos urolédgicos, en los ultimos
afios se ha reportado un creciente interés

en el uso de las plantas medicinales. El
fundamento de su utilizacién a través de
estudios sistemadticos y logicos no estd
completamente esclarecido, a excepcién de
algunas plantas (9-11).

El Phyllanthus sp., comunmente llamado
“Parapara’i” o “rompepiedras”, esunaplanta
medicinal con propiedades diuréticas, y
popularmente es utilizado para disolver los
célculos en los rifiones, en la vejiga y en la

vesicula biliar(12).

Sin embargo, este uso popular no cuenta
con evidencia cientifica que lo respalde
hasta el momento; por lo que el presente
trabajo tiene como objetivo general
analizar el efecto de extractos acuosos
de esta planta sobre la cristalizacién del
oxalato de calcio en un modelo in vitro.
Los objetivos especificos serdn determinar
la cantidad, analizar las variaciones en el
tamafio y cuantificar los agregados de los
cristales de oxalato de calcio en presencia y
ausencia del extracto acuoso de Phyllanthus
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sp. (“Para para‘i”).
MATERIALES Y METODOS:

Ensayo experimental de fase preclinica
que sigue las condiciones establecidas en
el trabajo de Bensatal et. al. Realizado en
el Departamento de Bioquimica Clinica del
Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (IICS), localizado en la ciudad de
San Lorenzo — Paraguay (13).

Preparacion del extracto:

La obtencion del material vegetal seco
se realizd por medio de la compra a un
vendedor particular, en formato de sobres
con un peso promedio de 6,5 g adquirido
del Mercado 4.

Se realizé la preparacién de una infusién
del Phyllanthus sp. (“Para para’i”), como se
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describe a continuacién: 10 g de la hierba
seca se pesaron en una balanza de precision,
luego se resuspendid el material vegetal en
100 mL de agua destilada a una temperatura
de 70°C dejando en incubacién y reposo
con agitacién esporadica por 10 minutos. Se
dejd enfriar y se filtrd el extracto empleando
papel de filtro Whatman 3 mm. El extracto
obtenido correspondia a la solucién madre
de concentracién 10 % (p/v), a partir de la
cual se realizé una dilucién al %2 con agua
destilada para generar la solucién de 5%

(p/v).

Ensayo de cristalizacion

i. Preparacion de la solucion control

La solucién control fue preparada con
Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCl,,H,O)
[10mM] y Oxalato de Sodio (Na,C,0O,)
[4mM] en partes iguales como se muestra
en la tabla I. Se utilizé Cloruro de Sodio
(NaCl) [0,15 M] como blanco de reactivo
(solucion que contiene todos los reactivos).
Las condiciones de reaccién empleadas en
los experimentos control se detallan en la
tabla L.

ii. Ensayo con el inhibidor (Phyllanthus
sp.)

Para estudiar el efecto del extracto de
Phyllanthus sp. (Para para’i) se adicion6 500
uL del extracto acuoso en concentraciones
de 5y 10 mg% a la solucién control. Las
condiciones de reaccién empleadas en los
experimentos se detallan en la tabla I.

iii. Procedimiento de incubacion

Los tubos fueron incubados a 37°C en baiio
Maria. Se realizé el estudio de microscopia
para el recuento y la medicién de cristales y
agregados a tiempo 0 y a 10 min.

Se realizaron seis repeticiones de reaccién
para cada ensayo tanto los controles en
ausencia de extracto acuoso y como de
experimentos en presencia de dichos
extractos para ambas concentraciones
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analizadas (5 y 10 mg% de Phyllanthus sp.)

iv. Estudio microscopico

Los cristales formados fueron contados
empleando microscopia dptica, utilizando
la camara de Neubauer y realizando el
calculo segtin procedimiento estandarizado.
Se determind el nimero y el tamafo de los
cristales, asi como el numero de agregados.

Procedimiento estadistico

Se utilizé estadistica no paramétrica,
empleando mediana como medida de
tendencia central y rango intercuartilico
como medida de dispersion, debido a que el
numero de repeticiones es inferior a 30 con
lo que se estima que la distribucién de los
datos podria no seguir la curva de Gauss. La
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
fue empleada para analizar las variaciones
respectivas entre los ensayos de control
y experimento. 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
(p<0,05) con un intervalo de confianza del
95%(14).

RESULTADOS:

Los parametros analizados corresponden
a la mediana como medida de tendencia
central y al intervalo intercuartilico como
medida de dispersion estadistica.

En la tabla II se exponen las variaciones
entre la lectura basal y a los 10 minutos de
los grupos control, extracto acuoso al 5mg%
y al 10mg%. En el grupo control se observé
un aumento del parametro medido de las
variables nimeros de cristales y agregados
de cristales, no siendo asi para la variable
tamafo de cristales. Con el extracto al 5%
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Tabla I. Concentraciones de los reactivos utilizados en el presente trabajo.

Control Experimento
Cloruro de Calcio dihidratado 500 pul 500 pul
CacCl22H20 (10mM)
Oxalato de Sodio 500 pl 500 pl
Na2C204 (4mM)
Cloruro de Sodio 500 pl -—
NacCl (0,15M)
Extracto acuoso -— 500 pl
Volumen final de la reaccion 1500 pl 1500 pul
se constatd una disminucion de la mediana,
tanto del numero de cristales como del =~ DISCUSION:

numero de agregados, mientras que tamafio
de los cristales registré6 un aumento. El
experimento con el extracto al 10%, se
registré un aumento de la mediana de las
variables tamafio y nimero de agregados
de cristales, a su vez se constat6 una
disminucién del nimero de cristales. (Ver
Tabla II).

La tabla III registra el andlisis de las
comparaciones de la mediana de las
variaciones de las soluciones control
y ensayo. Se obtuvo una asociacién
significativa de las variables nimero de
cristales y de agregados de cristales de los
extractos al 5% y 10% con las del ensayo
control. La asociacién de la variable tamafio
de los cristales, entre el grupo control
y el extracto al 5%, no fue significativa;
mientras que con el extracto al 10% si hubo
significancia. (Ver Tabla III)

En el grafico I se muestran las imagenes
obtenidas durante la lectura basal y a los 10
minutos del grupo control y del ensayo con
el extracto al 5mg%.

Factores como el arraigo cultural, el facil
acceso, el bajo coste y la ineficacia de la
medicina cientifica como tratamiento de
ciertas patologias, han determinado un
creciente interés en la fitoterapia como
alternativa a la atencién primaria de salud
en varios paises. En nuestro pais es bastante
conocido el uso de Phyllantus sp (Para
para’i) como agente antiurolitidsico, por
tanto con este estudio se procedié a evaluar
en un ensayo in vitro, el efecto del extracto
acuoso del material vegetal de dicha especie
(15).

El principal efecto que se obtuvo con
el extracto del material vegetal seco del
Phyllantus sp. fue la disminucién del
numero de agregados.

La etapa que le sigue a la nucleacidn es la
agregacion de cristales, y es considerada
como el paso mds critico en la formacién
del cédlculo renal, ya que ocurre con
suma rapidez, ademas de ser el factor
determinante del tamafo del cdlculo. Los

Tabla ll. Variaciones de la mediana y de los intervalos intercuartilicos registrados (Lectura a

10 min — Lectura basal)

Grupo Control
5%

Extracto acuoso al

Extracto acuoso al 10%

N.° de cristales/mm? +620 (340 — 760)

+620 (340 — 760)

-15 (-190 — 150)

Tamano (um) -0,4 (-0,9 — 0)

N.° de agregados de
cristales/mm?3

+75 (30 — 200)

-0,4 (-0,9 — 0)

+75 (30 — 200)

+0,05 (-0,2 — 1,7)

+5 (-10 — 20)

Interpretacion de signos: (+) aumento o (-) disminucién en parametro medido
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Tabla Ill. Comparacion de variaciones de la solucion control y los ensayos a concentracion 5 mg%

de Phyllanthus sp.

p? (entre solucion control

y ensayo al 5mg%)

p? (entre solucién control y
ensayo al 10mg%)

N.° de cristales/mm?3 0,028 0,028
Tamaio (um) 0,893 0,027
N.° de agregados de 0,028 0,043

cristales (mm?3)

2 Prueba de rangos de Wilcoxon

cristales mds grandes son menos propensos
a ser eliminados espontaneamente a través
del tracto urinario. Los estudios in vitro de
las plantas de Sarghassum wightii, Bergenia
ciliata y de ciertas plantas argelinas,
demostraron una mayor inhibicién de
la formacién de agregados. Dicho efecto
podria deberse a ciertos componentes de
las plantas. A diferencia de los trabajos
anteriormente mencionados, nuestro
trabajo no mostrd ser dependiente de la
concentracion del extracto. (10,16-21)

El estudio in vitro del extracto acuoso de
esta planta, utilizada principalmente por
la poblacién brasilera para el tratamiento
de urolitiasis, demostré tener un efecto
inhibitorio sobre agregacién de cristales,
lo cual coincide con el nuestro; aunque
difiere por el hecho de que el numero de
cristales fue aumentando en funcién al
tiempo. Por tanto, el Phyllantus niruri no
inhibe la precipitacion de los cristales de
oxalato. Cabe mencionar, que los cristales
de oxalato de calcio son eliminados mas
facilmente mientras estén dispersos por
mas tiempo. Estos resultados también
fueron obtenidos en trabajo realizado
con Herniara hirsuta, planta de Morocco,
en el que aclaran que este efecto podria
deberse a la falta de pureza del material
vegetal empleado y ademas, la formacién
de calculos no requiere necesariamente la
presencia de cristaluria. (22-26)

El andlisis del crecimiento de los cristales,
en los trabajos in vitro de las plantas Tribus
terrestres, Inji rasayanam, Sarghassum

42

wightii y Holarrhena antidysenterica,
demostr6 que a medida que se iba
aumentando la concentracién del extracto,
mas se reducia el numero y tamafio de
los cristales de oxalato de calcio. En el
presente trabajo no se vio significancia en
la reducciéon del tamafio dependiente de
la concentracién, lo cual podria deberse a
que los autores de los trabajos mencionados
anteriormente utilizaron otras técnicas de
analisis, o que hayamos utilizado pocas
concentraciones distintas o que el vegetal
Pyllantus sp. no tenga efecto sobre el tamafio
de los cristales, lo que se contrapone con el
trabajo de Phyllantus niruri.(6,10,11,19)

Los cristales de oxalato pueden adoptar la
forma monohidrato (COM) y la dihidrato
(COD). En pacientes con litiasis renal
la principal forma excretada es la COM,
mientras que, en individuos sanos, la forma
predominante esla COD. Nuestro trabajo no
incluye el analisis del efecto del Phyllantus
sp. sobre la morfologia de los cristales, pero
los estudios realizados con Phyllantus niruri
reportan que el extracto indujo un aumento
de las formas COD y una reduccién de
la cantidad de los cristales COM. Las
propiedades antiurolitiasicas del Phyllantus
niruri son atribuidas a compuestos tales
como flavonoides, polifenos y taninos.
(22,27-30)

Las limitaciones del trabajo incluyen
la obtencién del material vegetal en
su forma natural, la determinacién de
la especie analizada y la carencia de
estructuras necesarias con el fin de adoptar
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Grafico |. Comparacion de imagenes del grupo control y el extracto al 5mg%

A: To, grupo control; B: To: extracto al 5mg%; C: T1o: grupo control; D: T1o: extracto al 5mg%

la metodologia de otros estudios, lo cual
termind dificultando el andlisis de los
resultados obtenidos.

Se sugiere realizar posteriormente ensayos
experimentales para comprobar el efecto del
extracto in vivo, considerando los multiples
factores relacionados a la formacidn,
almacenamiento y excreciéon de la orina.
Ademads de reproducir el experimento in
vitro, utilizando el extracto de acuerdo con
el consumo popular, y purificarlo con el fin
de obtener el producto activo responsable
de los efectos observados.

En conclusién, el extracto del material
vegetal seco del Phyllantus sp. demostré
tener efectos inhibitorios sobre la
agregacion de los cristales de oxalato de
calcio. Mientras que los efectos sobre
el crecimiento de los cristales fueron

inconclusos.

La importancia de los resultados obtenidos

en este trabajo radica en que la especie
Phyllantus sp podria ser considerada,
dentro de la medicina clinica, como un
factor importante para la prevencién de
la litiasis renal, especialmente en personas
que tengan un historial de litiasis renal y en
aquellas propensas a desarrollarla.
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