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Resumen

Introduccion: La acetona cianohidrina (ACH) es una sustancia toxica resultante de la hidroli-
sis enzimatica de linamarina, contenido en las raices de yuca (Manihot esculenta Crantz); su
consumo a largo plazo se asocia con 2 trastornos neurologicos: konzo y la neuropatia ataxica
tropical. Estudios anteriores han evaluado las alteraciones conductuales después del consumo
de esta sustancia, pero los efectos toxicos sobre los procesos fisiologicos se desconocen.
Método: Se asignaron 32 ratas Wistar macho a 4 grupos experimentales (n=8): un grupo vehi-
culo (solucion salina 0,3 ml/rata, ip) y 3 grupos con ACH (PubChem CID: 6406) a concentraciones
de 10, 15 y 20mM, durante 28 dias, cada 24 h. Se evalu¢ la actividad motora espontanea en
campo abierto y la coordinacion motora en pruebas de rotarod y nado a 0, 7, 14, 21 y 28 dias
de tratamiento. Al final de las pruebas conductuales (dia 28) se tomaron muestras de sangre
por puncion transcardiaca para evaluar la funcion renal y hepatica.

Resultados: La ACH promovio alteraciones en la actividad locomotora y promovio tanto el nado
lateral como la conducta de giro en la prueba de nado los dias 21 y 28 del tratamiento. La ACH
incremento los parametros de la funcion renal y hepatica de una manera dependiente de la
concentracion, excepto la glucosa y la bilirrubina total.

Conclusidn: Estos datos indican que el contenido de este compuesto tdxico contenido en las
raices de yuca podria ser potencialmente peligroso bajo el consumo a largo plazo en sujetos
vulnerables.
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Effects of acetone cyanohydrin, a derivative of cassava, on motor activity and kidney
and liver function in Wistar rats

Abstract

Introduction: Acetone cyanohydrin (ACH) is a toxic substance present in cassava roots (Manihot
esculenta Crantz) which results from enzymatic hydrolysis of linamarin. Long-term consump-
tion is associated with 2 neurological disorders: konzo and tropical ataxic neuropathy. Previous
studies have evaluated behavioural alterations linked to ACH consumption, but the toxic effects
of this substance on physiological processes remain unknown.

Method: 32 male Wistar rats were assigned to 4 experimental groups (n =8 per group): a vehicle
group (0.3 mL saline solution, IP) and 3 ACH groups (PubChem CID: 6406) dosed at 10, 15, and
20mM/24h for 28 days. We evaluated spontaneous motor activity with the open field test and
motor coordination with the rotarod and forced swimming tests at 0, 7, 14, 21, and 28 days
of treatment. At the end of the assessment period (day 28), blood samples were collected by
transcardiac puncture to evaluate kidney and liver function.

Results: ACH caused alterations in locomotor activity and promoted both lateral swimming
and spinning in the forced swimming test at 21 and 28 days of treatment. Furthermore, it led
to an increase in the levels of the parameters of kidney and liver function in a concentration-
dependent manner, except for glucose and total bilirubin.

Conclusion: Our results suggest that long-term consumption of this toxic compound present in
cassava roots may be potentially dangerous for vulnerable subjects.

© 2017 The Author(s). Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espanola
de Neurologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

La yuca (Manihot esculenta Crantz, familia botanica: Eup-
horbiaceae) es una planta nativa de América Latina y el
Caribe. Se introdujo en Africa y Asia debido a su amplio uso
en la industria alimentaria, mercado versatil y crecimiento
relativamente facil. Se considera un alimento nutritivo
debido a su alto contenido en carbohidratos'?. Se cultiva
ampliamente en América del Sur y México en los estados de
Guerrero, Tabasco, Michoacan, Morelos y Veracruz®. La yuca
contiene 2 compuestos cianogénicos (linamarina y lotaus-
tralina), cuyo metabolismo produce cianuro. La hidrdlisis de
linamarina se produce a través de linamarasa, que esta con-
tenida en la pared celular, dando lugar a la formacion de
metabolitos que son altamente toxicos, incluyendo acetona
cianohidrina (ACH)*. La (ACH) contenida en productos como
harina de yuca es inestable y puede ser descompuesta espon-
taneamente en acetona y cianuro de hidrégeno®. Hemos
encontrado una estrecha relacion entre el consumo de yuca
y sus compuestos quimicos con deterioro locomotor®®. Estos
hallazgos apoyan experimentalmente informes epidemio-
logicos que han asociado el consumo excesivo de yuca o
sus derivados y enfermedades del sistema nervioso central,
como la neuropatia ataxica tropical y el konzo™.

En ratas macho Wistar, el analisis histologico determind
que tanto los glucdsidos cianogénicos como el cianuro son
elementos que generan toxicidad después del consumo a
largo plazo del jugo de yuca, que produce la vacuolizacién
de los hepatocitos, alteraciones en los glomérulos y dege-
neracion o necrosis de los tubulos renales''. Sin embargo,
la funcion fisioldgica de los rifones y el higado con la
administracion de ACH a largo plazo y su relacion con las

alteraciones de la actividad locomotora siguen sin explo-
rar. El presente estudio investigd los efectos de diferentes
concentraciones de ACH que fueron administradas por via
intraperitoneal (para evitar la hidrdlisis) en la funcion renal
y hepatica (es decir, efectos hepatotdxicos y nefrotdxicos,
respectivamente) y su relacion con alteraciones en la acti-
vidad locomotora espontanea en la rata Wistar.

Disefio experimental

Animales, concentraciones y grupos
experimentales

Treinta y dos ratas macho Wistar, con un peso de 250-300¢g
al inicio de los experimentos, se incluyeron en el estudio.
Las ratas se alojaron en cajas de acrilico a una tempera-
tura de 25 +2°C bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12h
(se encendio a las 7:00 AM). El agua y los alimentos fueron
ad libitum. Las manipulaciones experimentales se realiza-
ron sobre guias internacionales para el cuidado y el uso de
animales de laboratorio'? y la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio's. Se hicieron
todos los esfuerzos para minimizar el nimero de animales
que fueron incluidos en el estudio.

Las concentraciones de ACH (PubChem CID: 6406) se
basaron en estudios previos que encontraron que en 10 y
20 mM se producen dafnos neuronales en el tejido cerebral y
la médula espinal'. Por lo tanto, utilizamos estas concen-
traciones mas una concentracion intermedia (15mM) para
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explorar los efectos sobre el higado y la funcion renal, y los
cambios en la actividad locomotora espontanea.

El experimento incluyd un grupo vehiculo (NaCl al 0,9%)
y 3 grupos que recibieron ACH (10, 15 y 20mM). Las sus-
tancias se administraron durante 28 dias consecutivos, cada
24 h, en un volumen de 0,3 ml/rata de acuerdo con Mach-
holz et al.”. La salud de las ratas se observd diariamente y
sus pesos corporales registraron cada tercer dia. Los anima-
les se sometieron a las pruebas conductuales desde el dia
0 (prueba basal) y cada 7 dias, finalizando en el dia 28 del
experimento, donde se extrajo una muestra de sangre por
puncion transcardiaca donde se evaluaron los parametros
bioquimicos como quimica sanguinea y pruebas de funcio-
namiento hepatico.

Pruebas conductuales

Actividad locomotriz

La rata fue evaluada durante 5min en una caja de acrilico
opaco (44 x 33 x 20cm) con la base dividida en cuadros de
11 x 11 cm. Se evaluaron: a) el nimero de cuadros cruzados,
cuando la rata pasé al menos 3 cuartas partes de su cuerpo
de un cuadro a otro, y b) el nUmero de conducta vertical,
definida como los periodos en los que la rata adquiere una
postura vertical con respecto al piso, apoyada en sus extre-
midades posteriores. Los cuadros cruzados se tomaron como
un indicador de actividad motora espontanea, mientras que
la conducta vertical se utilizo para detectar posibles alte-
raciones en la coordinacién motora'®. Después de la prueba
de actividad locomotriz, las ratas se sometieron posterior-
mente a ensayo de rotarod.

Prueba rotarod

Antes de comenzar las administraciones de las sustan-
cias, las ratas fueron entrenadas en un Rotarod (LE 8300,
Letica LSI, Panlab Scientific Instruments, Barcelona, Espana)
durante 5 dias consecutivos a una velocidad de 18 rotacio-
nes por minuto. Se registro la latencia de caida del rotarod
(es decir, la latencia entre la colocacion de la rata en el
rotarod hasta que cayo del mismo) a 0, 7, 14, 21 y 28 dias
de tratamiento. Esta variable se utilizo para identificar los
cambios en la coordinacion motora y el equilibrio’”. Después
de la prueba de rotarod, las ratas fueron posteriormente
evaluadas en la prueba de nado.

Prueba de nado

Las ratas se colocaron individualmente durante 5 min en
un estanque de vidrio rectangular (26 x 29 x 50cm), que se
llend con agua (254 1C). El nivel del agua se ajusto de tal
manera que la rata pudiera tocar el fondo del estanque
con sus 2 extremidades posteriores y la cola. Al comienzo
de la prueba, la rata se colocé en una esquina del estan-
que de vidrio. Las ratas nadaron vigorosamente en cuanto
entraron en contacto con el agua. Ninguno de los anima-
les se ahogd. Las variables evaluadas durante esta prueba
fueron el numero de nado lateral y la conducta de giro mos-
trada por la rata, que fueron evaluados como un indicador
de incoordinacién motora®. El nado lateral se define ope-
racionalmente como un comportamiento en el que la rata
nada lentamente sobre su costado sin mantener su equilibrio
horizontal. Durante este comportamiento, la rata nada en su

lado derecho o izquierdo, con su cabeza mantenida horizon-
talmente. Los miembros posteriores permanecen extendidos
y rigidos, paralelos a la superficie del agua, durante cortos
periodos. Los miembros posteriores se mueven sin coordina-
cion para lograr el desplazamiento del agua. Uno o ambos
miembros anteriores permanecen retraidos. Después del
nado lateral, las ratas finalmente nadan «normalmente» por
periodos cortos. La conducta de giro se define como periodos
en los que la rata no se desplaza en el agua y nada girando
alrededor su propio eje® ¢,

Todas las sesiones de prueba en actividad locomotriz y
nado fueron videograbadas. La cuantificacion de las varia-
bles en campo abierto fue realizada por 2 observadores
independientes hasta llegar a una concordancia de al menos
el 95%. La cuantificacion de la variable en la prueba de nado
se realizd mediante un software (ANY-maze 4.73. Stoelting,
Wood Dale, Illinois, EE. UU.), en el cual se analizaron auto-
maticamente los videos.

Obtencion de muestras sanguineas

Una vez concluidas las pruebas conductuales, se obtuvieron
las muestras de sangre (dia 28). Para este procedimiento,
se utilizaron jeringas de 5ml, con un tamano de aguja de
22 mm. Los animales se sometieron a una anestesia profunda
con pentobarbital sodico. Luego se colocaron en decubito
supino y se inserto la jeringa a través de la pared toracica
lateral y el espacio intercostal en la region maxima del latido
del corazon en un angulo de 20 a 30°. La aguja se movid
entonces lentamente, haciendo asi una ligera presion nega-
tiva en el cilindro de la jeringa y succionando suavemente
hasta que el flujo sanguineo se detuvo. La sangre se deposito
en tubos secos de la marca Vacutainer (sin anticoagulante)
hasta el analisis bioquimico (BD Vacutainer Co. Ciudad de
México 11000, México)'®.

Evaluacion de la funcion renal glucosa, urea,
creatinina, acido urico, nitrogeno uréico) y
funcionamiento hepatico (transaminasa
glutamico-oxalacética, transaminasa
glutamico-piruvica, fosfatasa alcalina, bilirrubina,
proteinas totales, albiumina)

Una vez obtenidas las muestras sanguineas, se transfirieron
a tubos secos (sin anticoagulante) de la marca Vacutainer,
dejando coagular la sangre, posteriormente se centrifuga-
ron a 3.500 revoluciones por minuto durante 5min para
obtener suero, el cual se transfirio inmediatamente con una
pipeta Pasteur a los recipientes correspondientes para los
examenes indicados en quimica seca en el equipo Vitros 250
(Johnson & Johnson, Ramsey, MN, EE. UU.). Finalmente, se
compararon los intervalos de referencia normales de las dis-
tintas pruebas para verificar posibles alteraciones de tipo
renal o hepatico de acuerdo con la tabla 1.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico consistio en una ANOVA de 2 vias
de muestras repetidas para la pruebas conductuales y la
determinacion de la funcion renal y hepatica se analizaron
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Tabla 1 Parametros evaluados y rangos normales de refe-
rencia para pruebas de funcion renal y hepatica en ratas
Wistar

Analito Valores Unidades
Glucosa 6-10 mmol/l
Urea 10,7-20 mmol/l
Creatinina 11-28 pmol/L
Acido arico 50-250 wmol/L
BUN 3-7 mmol/lL
AST 63-157 ul/t

ALT 19-53 ul/L

ALP 36-312 ul/L
Bilirrubina total 0,04-0,2 mg/dl
Bilirrubina indirecta 0-0,1 mg/dl
Bilirrubina directa 0,03-0,06 mg/dl
Proteinas totales 5,6-7,6 g/dl
Albumina 4-5 g/dl

Fuente: Suckow et al.'?, Giknis y Clifford?’ y Sharp y Villano?'.

mediante un ANOVA de una via, cuya significacion repre-
sentativa (p < 0,05) se aplic6 como prueba post hoc,
Student-Newman-Keuls, para la comparacion entre medias.
Todos los datos fueron representados como la media +el
error estandar de cada variable evaluada. El analisis esta-
distico fue realizado utilizando el paquete estadistico Sigma
Stat version 3.5.

Resultados
Peso corporal

La tabla 2 muestra el peso corporal de ratas a lo largo
del estudio. El analisis no reveld diferencias significativas
segln el tratamiento (F313;=0,791, p=0,501, NS), dias de
tratamiento (F432=0,661; p=0,620, NS) o interaccion de
factores (Fz1,132=0,674; p=0,774, NS).

Prueba de actividad locomotriz

Cuadros cruzados

El analisis de cuadros cruzados no revelé diferencias signifi-
cativas (F3,132=0,679; p=0,566, NS) entre los tratamientos,
pero en los dias de tratamiento si se encontraron diferencias
significativas (F4 148 =7,400; p < 0,001). La prueba post hoc

mostro6 que el nUmero de cruces se redujo significativamente
(p < 0,05) en los dias 14 (42,06 & 3,66), 21 (47,23 + 6,5)y
28 (43,46 + 5,78) de tratamiento, respecto al dia 0 (77,72
+ 6,67) y al dia 7 (62,41 + 5,28) de tratamiento, mientras
que la reduccion de cruces en el dia 7 solo fue significativa
contra el dia 0. La interaccion de los factores no mostro
diferencia significativa (F2,145 = 1,443; p=0,154, NS).

Conducta vertical

El analisis de la conducta vertical no revelé diferencias signi-
ficativas (F3 145 =0,203; p=0,894, NS) entre los tratamientos,
pero si en los dias de tratamiento (F4,148 =2,486; p < 0,046).
La prueba post hoc mostré que el tiempo empleado en la
conducta vertical fue menor al dia 7 (208,68 +9,54 s), en
comparacion con el dia 0 (247,73 +7,93 s) del tratamiento, y
no hubo cambios significativos en los dias 14 (213,37 +- 14,17
s), 21 (235,95+10,11 s) y 28 (235,74+10,56 s) de tra-
tamiento, en comparacion con el dia 0. Por otro lado, el
analisis del tiempo empleado en la conducta vertical, segln
la interaccion de los factores, no mostrd diferencias signifi-
cativas (Fy2,148=1,581, p=0,105 NS).

Rotarod

La latencia a la caida en el rotarod no revelé diferencias
significativas entre los tratamientos, los dias de tratamiento
ni la interaccion de los factores (Fq,3=0,678; p=0,567, NS;
148=0,750; p=0,701, NS), datos no mostrados.

Prueba de nado

Nado lateral

El analisis de esta variable revel6 diferencias significativas
(F3,148 =9,592; p < 0,001) entre los tratamientos. Los 3 gru-
pos tratados con ACH desplegaron este comportamiento,
pero no el grupo vehiculo. La prueba post hoc mostré que
15mM y 20mM aumentaron significativamente esta varia-
ble, con respecto al grupo tratado con 10mM. El analisis
seglin los dias de tratamiento revelo diferencias significati-
vas (F4,148 =5.654; p < 0,001). La prueba post hoc muestra
que el nimero de nado lateral fue significativamente mayor
(p < 0,05) en el dia 7 (6,72+1,63), 14 (6,53+1,12), 21
(9,07 +2,47) y 28 (11,80£2,94), en comparacion con el
dia 0 de tratamiento, donde este comportamiento no fue
detectado. La interaccion de los factores no revelo nin-
guna diferencia significativa (Fi2,148=1,472, p=0,142, NS).
Sin embargo, la prueba post hoc mostré que esta variable

Tabla 2 Peso corporal de las ratas incluidas en los estudios de acuerdo a los tratamientos

Dias Vehiculo Acetona cianohidrina

10 Mm 15mM 20mM
0 258,25 + 11,70 260,75 + 14,84 260,50 + 7,17 284,25 + 15,04
7 262,00 + 10,13 262,75 + 14,59 264,00 + 7,02 277,50 + 11,38
14 263,25 + 9,64 265,00 + 14,19 265,00 + 14,19 278,00 + 10,55
21 276,36 + 10,76 279,25 + 15,85 280,00 + 9,37 262,68 + 10,95
28 283,75 + 11,11 286,50 + 14,79 270,17 + 16,92 282,50 + 7,14

Los valores se expresan como la media + error estandar. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con

los factores ni en la interaccion. ANOVA de 2 vias, post hoc Student Newman Keuls.
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Dias de tratamiento

Acetonacianohidrina 10mm Acetonacianohidrina 15mm
= Acetonacianohidrina 20mm —e— Vehiculo

Figura1 Numero de nado lateral. Las ratas tratadas con dife-
rentes concentraciones de acetona cianohidrina aumentaron
esta variable con respecto al dia 0 y la sesion respectiva del
grupo vehiculo.

" p < 0,05 vs. dia 0 y sesién respectiva del grupo de vehiculo.
ANOVA de 2 vias, prueba post hoc de Student-Newman-Keuls.

aumentaba significativamente a partir del dia 7 en todos
los grupos tratados con ACH respecto del grupo tratado con
vehiculo; Este efecto fue mas evidente en el grupo de 20 mM
(fig. 1).

Conducta de giro

El analisis del nimero de giros revelo diferencias significa-
tivas (Fs 145 = 36,943; p < 0,001) entre tratamientos, dias de
tratamiento (F4 143 =4,569; p < 0,002) y la interaccion de los
factores (F1,14s = 12,263, p < 0,001). La prueba post hoc mos-
tré que esta variable aumento significativamente en todos
los grupos de ACH, en el caso de ACH 10 mM aumento6 a partir
del dia 14, mientras que en ACH 15mM y 20mM aumento a
partir del dia 7 del tratamiento, en todos los casos respecto
al dia 0 del tratamiento, y la respectiva sesion del grupo
vehiculo (fig. 2).

Pruebas bioquimicas

Efectos de la ACH en la funcion renal y hepatica se presentan
en las tablas 3y 4.

S

S
L0
(=]
o 8
S 6
o
3 4
S 2
o -
0 -
0 7 14 21 28
Dias de tratamiento
Acetonacianohidrina 10mm Acetonacianohidrina 15mm
= Acetonacianohidrina 20mm —e— Vehiculo
Figura 2 Numero de conducto de giro. El grupo vehiculo no

mostroé este comportamiento durante todo el experimento, pero
las ratas tratadas con acetona cianohidrina mostraron este com-
portamiento dependiente de la concentracion.

" p < 0,05 frente al dia 0 y 7 del mismo grupo y la respectiva
sesion del grupo de vehiculos.

“p < 0,05 frente al dia 0 del mismo grupo vy la respectiva sesion
de los grupos vehiculo y 10 mM. ANOVA de 2 vias, prueba post
hoc de Student-Newman-Keuls.

El analisis de AST revelo diferencias significativas en el
tratamiento (F32=9,59, p < 0,001). La prueba post hoc
reveld que, después de 28 dias, todas las concentraciones de
ACH que se ensayaron incrementaron la AST en comparacion
con el grupo vehiculo. También se encontraron diferencias
significativas del tratamiento sobre ALT (F36=9,78, p <
0,001). El ensayo post hoc mostré que todas las concentra-
ciones de ACH incrementaron ALT en comparacion con el
grupo vehiculo. El analisis de la ALP también revelo diferen-
cias significativas del tratamiento (F3, =54,75, p < 0,001).
La prueba post hoc mostro que todas las concentraciones
de ACH incrementaron ALP en comparacion con el grupo
vehiculo.

El analisis de las concentraciones de glucosa reveld
diferencias significativas del tratamiento (F;26=5,39, p
< 0,005). Solo la concentracion 15mM de ACH incre-
mento6 significativamente las concentraciones de glucosa
en comparacion con el grupo vehiculo. El analisis tam-
bién reveld diferencias significativas del tratamiento con
urea (F32,=44,286, p < 0,001), creatinina (F32=72,18,
p < 0,001), acido Urico (F;26=327,86, p < 0,001) y BUN

Tabla 3 Efectos de la acetona cianohidrina en la funcion renal en ratas Wistar
Analito Tratamiento
Vehiculo Acetona cianohidrina
10mM 15mM 20 mM
Funcién renal
Glucosa (mmol/l) 6,50 + 0,19 6,67 + 0,37 11,19 + 1,52 8,62 + 1,24
Urea (mmol/l) 13,56 + 0,39 28,94 + 1,82 37,94 + 2,24 35,28 + 1,52
Creatinina (wmol/l) 9,56 + 0,97 54,88 + 0,23 55,23 + 0,47 71,90 + 7,85
Acido drico (umol/l) 55,20 + 1,08 258,13 + 0,93" 257,25 + 12,53 351,83 + 2,54
BUN (mmol/l) 5,30 + 0,28 10,04 + 0,54 11,42 + 0,91 9,58 + 0,35

Los datos se expresan como media + error estandar.

" p < 0,05 frente al grupo vehiculo (ANOVA de una via para grupos independientes seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-

Keuls.
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Tabla 4 Efectos de la acetona cianohidrina en la funcion hepatica en ratas Wistar
Analito Tratamiento
Vehiculo Acetona cianohidrina
10 mM 15mM 20 mM

Funcién hepdtica
AST (UI/1) 60,13 + 8,23 289,25 + 43,92 280,75 + 45,49 176,83 + 26,43
ALT (UI/1) 58,50 + 1,24 75,36 + 5,63 77,63 + 5,33 101,33 + 8,43
ALP (UI/1) 187,90 + 12,44 326,50 + 11,44 347,13 £ 11,23’ 442,17 + 21,75
Bilirrubina total (mg/dl) 0,22 + 0,02 1,95 + 1,00 0,82 + 0,01 1,13 + 0,12
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0,02 + 0,00 0,25 + 0,04 0,14 + 0,01 0,22 + 0,04
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,05 + 0,00 0,17 + 0,00 0,18 + 0,00 0,57 + 0,23
Proteinas totales (g/dl) 5,55 + 0,12 4,25 + 0,17 4,28 + 0,16 3,50 + 0,16
Albumina (g/dl) 4,23 + 0,08 3,05 + 0,24 3,21 £ 0,12 2,57 £ 0,22

Los datos se expresan como media + error estandar.

* p < 0,05 frente al grupo vehiculo (ANOVA de una via para grupos independientes seguido de la prueba post hoc de Student-Newman-

Keuls).

(F3,26=20,52, p < 0,001). El andlisis post hoc de estos 4
parametros revelo que las 3 concentraciones de ACH cau-
saron incrementos de 3, 6, 7y 2 veces (p < 0,05) en urea,
creatinina, acido Urico y BUN en comparacion con el grupo
de vehiculo.

El andlisis de proteinas totales (Fs 2 =29,54, p < 0,001)
y albimina (F32=15,73, p < 0,001) también revel6 dife-
rencias significativas en el tratamiento. La prueba post hoc
mostro que las 3 concentraciones de ACH redujeron significa-
tivamente estos 2 parametros en comparacion con el grupo
vehiculo. El andlisis de la bilirrubina indirecta (F3 6 = 11,759,
p < 0,001) y directa (F3,2=5,1, p < 0,007) revelo efectos sig-
nificativos en el tratamiento. La prueba post hoc indicé que
las 3 concentraciones de ACH incrementaron ambos para-
metros en comparacion con el grupo vehiculo.

El analisis de la bilirrubina total no indicé diferencias
significativas en el tratamiento (F; 2, =1,90, p=0,155), aun-
que se encontré una tendencia a un efecto mayor en las
concentraciones de 10 y 20mM.

Discusion

El estudio de la toxicidad de una sustancia quimica debe no
solo precisar los signos clinicos y biologicos de intoxicacion,
sino también su mecanismo de accion, es decir, descubrir
la lesion inicial (efecto enzimatico) responsable de alte-
raciones fisioldgicas y anatomicas que puedan producir las
conductas observadas en el transcurso de la intoxicacién??.
Los estudios de toxicidad en animales de experimentacion
se fundamentan en detectar comportamientos inusuales por
el animal e identificarlos mucho antes de que se presen-
ten danos a nivel neuroldgico, que probablemente sean de
caracter irreversible?®> como ocurre después de un consumo
excesivo de yuca y que produce enfermedades neuroldgi-
cas, como el konzo y la neuropatia ataxica tropical. En el
presente estudio, la prueba de campo abierto permite iden-
tificar un estado de hipoactividad independientemente del
tratamiento, lo que indica un efecto de habituacion asociado
con la repeticién de la prueba, como se informé en estudios
previos?, pero no con ningln efecto de tratamiento en la
actividad locomotora espontanea.

La conducta vertical se considera un comportamiento
exploratorio, sin embargo, algunos autores la utilizan para
identificar algunas alteraciones en la actividad locomotora
ya que la postura en este comportamiento requiere un cierto
equilibrio®?°. En el presente estudio se encontrd una dis-
minucidn significativa de este comportamiento en los grupos
de vehiculo y ACH de 10mM, que podria estar relacionado
con una menor exploracion, mientras que los mayores epi-
sodios de conducta vertical en los grupos ACH de 15y 20 mM
podria estar relacionada con una hiperactividad exploratoria
asociada con acciones neurotdxicas de ACH?. Por lo tanto,
es posible que los efectos tdxicos de la ACH en la prueba
de campo abierto estén relacionados con el incremento de
un comportamiento exploratorio particular (p. €j., conducta
vertical) pero no con el desplazamiento en la rata (es decir,
cuadros cruzados), que también esta apoyado por ningun
cambio en rotarod, en el que no se detectd incoordinacion
locomotora general.

En la prueba de nado se pudo detectar con mayor
sensibilidad las alteraciones motoras asociadas con los tra-
tamientos, esto se debe a que las funciones motrices
involucradas en el nado requieren la integracion de los mus-
culos, los reflejos y las regiones especificas del cerebro para
dar una respuesta adecuada. Las ratas tratadas con ACH de
10, 15y 20 mM presentaron nado lateral y conducta de giro;
la primera se atribuye principalmente a la incoordinacion
motora y el desequilibrio, que se ha indicado que es causada
por la desmielinizacion de las neuronas en la médula espinal,
asi como el dano al cerebelo?®3°. Curiosamente, este mismo
patron locomotor anormal detectado en el nado se produce
en ratas tratadas con jugo de yuca a largo plazo®. Por otra
parte, la conducta de giro puede estar relacionada con la
desmielinizacion de la médula espinal, lo que impide una
comunicacion adecuada entre las neuronas que producen
la falta de coordinacion de los miembros, por lo tanto, las
ratas nadan anormalmente tratando de mantener el equi-
librio, apareciendo la conducta de giro. Asi mismo, este
comportamiento se muestra por las ratas tratadas oralmente
con el neurotdxico contenido en semillas de cicada, como
el metilazoximetanol'®. En resumen, los resultados actua-
les muestran que la ACH produce deterioro motor, lo que
indica que esta sustancia toxica también podria participar
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en el desarrollo de trastornos neurologicos asociados con el
consumo de yuca como ocurren en el konzo y la neuropatia
ataxica tropical.

Los estudios toxicologicos miden una amplia gama de
parametros bioquimicos para evaluar e identificar los cam-
bios fisiologicos y metabdlicos en la funcion de drganos o
tejidos®'. La evaluacion de algunos parametros bioquimi-
cos comunes puede proporcionar informacion sobre posibles
dafos a un o6rgano particular (p. €j., la actividad de enzimas
como AST y ALT puede ser un indicador de hepatotoxici-
dad y la urea y la creatinina son parametros que pueden
proporcionar informacién sobre la funciéon glomerular)®.
Los resultados actuales indican que la ACH ejerce efectos
hepatotdxicos y nefrotéxicos cuando se administra a con-
centraciones de 10, 15 y 20mM durante 28 dias en ratas,
apoyando estudios previos que informaron que diferentes
concentraciones de cianuro de potasio y extractos de yuca
produjeron altas concentraciones de tiocianato en sangre en
los modelos murinos, que se asocié con dafo morfologico al
higado y el rifion'"33,

El higado es susceptible a los daios por exposicion directa
a sustancias toxicas debido a su participacion en la desin-
toxicacion de xenobidticos y productos metabdlicos®*. En
el presente estudio, valores elevados de ALT, AST, ALP y
bilirrubina directa e indirecta, y menor de proteina total y
albUmina, se asociaron con la exposicion ACH, lo que indica
dafo al higado® . Los cambios hepéticos que se evalua-
ron en el presente estudio dependieron de la concentracion
a la exposicion de ACH. Estudios anteriores evaluaron los
efectos de diferentes concentraciones de jugo de yuca y cia-
nuro en perros y cabras y mostraron que las concentraciones
mas altas se asociaron con mayor dafo hepatico, caracteri-
zado por la vacuolizacién hepatocelular periportal®*#°. Los
niveles elevados de bilirrubina directa son indicativos de la
menor capacidad funcional del tejido hepatico, atribuida
principalmente a un intento de metabolizar sustancias xeno-
bioticas. Los resultados de la bilirrubina indirecta mostraron
un deterioro de la captacion y conjugacion de la bilirru-
bina por el higado que fue causada por la disfuncion de la
respuesta de los hepatocitos**2. El aumento de los nive-
les de AST y ALT podria atribuirse a la hepatotoxicidad que
causa la degeneracion vacuolar y un higado graso. Estos
efectos también se encontraron en ratas macho Wistar tra-
tadas durante 14 dias con extractos acuosos y metandlicos
de yuca''. Ademas, las disminuciones en las concentracio-
nes de proteinas totales y albimina pueden estar asociadas
con dano significativo a hepatocitos o insuficiencia renal.
Tales efectos también pueden ocurrir en conejos después
de una exposicion cronica al cianuro, detectada por analisis
histolégico del higado, cuantificacion de enzimas del meta-
bolismo celular y evaluaciones de parametros sanguineos.
Tales disminuciones en las proteinas totales se han asociado
con probable insuficiencia renal, que impide la filtracion
adecuada de los residuos, con el consecuente aumento de
la creatinina y la urea en sangre®.

Los rifiones se consideran oOrganos excretores en el
cuerpo. A través de la formacion de orina, eliminan
sustancias innecesarias o toxicas (p. €j., urea en la desa-
minacion de aminoacidos, bilirrubina del catabolismo de la
hemoglobina, creatinina de la creatina de las fibras mus-
culares, acido Urico del catabolismo del acido nucleico

y otras sustancias metabolizadas, como drogas y toxinas
ambientales)*. En el presente estudio, se detectaron altos
niveles de BUN, urea, creatinina y acido Urico, lo que indica
que el dano renal fue causado por ACH. Los aumentos signi-
ficativos en las concentraciones de estas sustancias en la
sangre se asocian con dano funcional a los rifiones. Esto
puede ser atribuible a una reduccion de la tasa de filtra-
cion glomerular y la disfuncién tubular renal*. Un aumento
significativo de la concentracién de creatinina esta estrecha-
mente correlacionado con los cambios histopatologicos en el
rindon, marcados por sangrado, congestion y otros cambios
degenerativos.

Los presentes resultados demuestran que ACH (es decir,
un metabolito de linamarina que esta contenido en yuca)
produce dafo renal y hepatico. Tales alteraciones pueden
estar asociadas con la formacion de cianuro a través de pro-
cesos metabolicos. El cianuro es un potente inhibidor de las
cadenas de electrones y promueve el estrés oxidativo. Los
presentes resultados contribuyen a nuestro conocimiento
sobre los efectos toxicos de los compuestos quimicos que
estan contenidos en la yuca y sus derivados. Estudios futuros
deberian explorar los mecanismos de estos efectos toxicos,
incluyendo distribucion, absorcion, metabolismo y elimina-
cién, para desarrollar posibles formas de eliminar o evitar
los efectos neurotdxicos producidos por los compuestos de
yuca o sus derivados en los productos alimenticios que los
contengan.

Conclusion

La administracion a largo plazo de ACH causa dafos en el
rindn y el higado, que podrian estar asociados o influir a
largo plazo en el deterioro locomotor descrito en ratas Wis-
tar, lo que indica que este componente de la yuca puede ser
potencialmente toxico. Se deben realizar estudios toxicolo-
gicos adicionales para identificar las condiciones especificas
en los que la yuca y sus derivados pueden ser perjudiciales
para la salud o ser ingeridos con seguridad.
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