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RESUMEN

El estudio tiene el objetivo de Identificar componentes quimicos en el extracto
hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea, y Determinar el efecto del
extracto hidroalcoholico de las flores de overo Cordia lutea en la reduccion de
las alteraciones de los parametros fisicos y bioquimicos producidas en la
toxicidad hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman macho. La
metodologia del estudio responde a un disefio experimental, y el Tipo y nivel:
Analitico, experimental, observacional, exploratorio y descriptivo, en una
muestra de 24 ratas Holtzman macho. Los métodos y técnicas empleados
fueron: Meétodo de maceracion hidroalcohdlica, marcha fitoquimica.
Resultados: en la marcha fotoquimica se observé gran cantidad de
compuestos fendlicos, comprobandose la presencia de taninos y cuatro
flavonoides mediante reacciones de coloracion y precipitacion, por otro lado
también se observo la presencia de quinonas y glicosidos, se evidencié que
en el extracto hidroalcohdlico a 250 mg la reduccion mas significativa se
evidencia en TGO (Transaminasa glutdmico oxalacética) y fosfatasa alcalina
con 24.90U/L y 14.40U/L de reduccion, con 500 mg de extracto 75.7 U/L y
236.50 U/L en reduccion de las mismas enzimas lo que da una significancia
en la accién hepatoprotectora y antioxidante del extracto. Asi mismo se
evidencia una variacién en la concentracion proteica comparado con el grupo
R2, con 250 mg de extracto las proteinas totales muestran una diferencia de
1.24 mg/dL, por otro lado, con 500 mg de extracto se evidencian 0.61
mg/dL,0.13 mg/dL y 0.74 mg/dL de diferencia en cada uno de los parametros
respectivamente. Del mismo modo se evidencié una variacién en el peso y
caracteristicas de los higados analizados y las caracteristicas histopatologicas
se vieron afectadas con cada una de las concentraciones del extracto. El peso
corporal se redujo con la administracion de Paracetamol de 290gr a 281gr.
Conclusiones: En el extracto hidroalcohdlico de las flores de overo (Cordia
lutea ) se encontr6 compuestos quimicos; mediante espectroscopia uv
visible;El extracto hidroalcohdlico de las flores de Overo (Cordia lutea ) redujo
el peso y aclaro el aspecto del higado; El extracto hidroalcohdlico de las
flores de Overo (Cordia lutea) redujo los niveles de transaminasas, enzimas
y proteinas alteradas del higado de la rata.

Palabras clave: Toxicidad hepatica, extracto hidroalcohélico, flor de overo.



ABSTRACT

The objective of the study is to identify chemical components in the hydroalcoholic
extract of Cordia lutea overo flowers, and to determine the effect of the
hydroalcoholic extract of cordia lutea overo flowers in the reduction of the
alterations of the physical and biochemical parameters produced in the Hepatic
toxicity induced by paracetamol in male Holtzman rats. The methodology of the
study responds to an experimental design, and the Type and level: Analytical,
experimental, observational, exploratory and descriptive, in a sample of 24 male
Holtzman rats. Methods of hydroalcoholic maceration, phytochemical march.
Results: in the photochemical march the great amount of phenolic compounds is
shown, checking the presence of tannins and four flavonoids by reactions of
coloration and precipitation, on the other hand the presence of quinones and
glycosides is also presented, it is evident that in the hydroalcoholic extract at 250
mg the most significant reduction is evidenced in TGO (glutamic oxalacetic
transaminase) and alkaline phosphatase with 24.90 U / L and 1440 U / L
reduction, with 500 mg of extract 75.7 U / L and 236.50 U / L in the reduction of
the same enzymes which gives importance in the hepatoprotective and antioxidant
action of the extract. Likewise, a variation in the protein concentration is observed
compared to the R2 group, with 250 mg of extract the total proteins show a
difference of 1.24 mg / dL, on the other hand, with 500 mg of extract, 0.61 mg / dL,
0.13 are evidenced mg / dL and 0.74 mg / dL difference in each of the parameters
respectively. In the same way, a variation in the weight and characteristics of the
analyzed livers was evidenced and the histopathological characteristics were
affected with each one of the concentrations of the extract. The body weight was
reduced with the administration of Paracetamol from 290gr to 281gr. Conclusions:
In the hydroalcoholic extract of the flowers of overo (Cordia lutea) chemical
compounds were found; by visible uv spectroscopy: The hydroalcoholic extract of
Overo flowers (Cordia lutea) reduced weight and clarified the appearance of the
liver; The hydroalcoholic extract of the flowers of Overo (Cordia lutea) reduced the

levels of transaminases, enzymes and altered proteins of the liver of the rat.

Key words: Hepatic toxicity, | summarize hidroalcoholico, overo flower.



INTRODUCCION

El estudio propuesto se orienta en la necesidad de dar explicacion y aportar
conocimiento sobre nuevas alternativas de tratamiento a base de productos
naturales dirigidos a tratar diferentes enfermedades, dentro de estos las flores de
overo (cordia lutea). Esta es una planta que crece en el Norte del Perl y es
utilizado de manera empirica como antiinflamatorio gastrico y en enfermedades
hepéticas, pero que aun no hay estudios sobre cuéles serian las propiedades que

contribuirfan para dicho efecto.®

Mas del 70% de la poblacibn mundial utiliza medicamentos sintéticos como parte
de tratamiento a las diferentes patologias y dolencias, se estima que, en Estados
Unidos y Europa, la hepatotoxicidad por medicamentos es la primera causa de
insuficiencia hepatica aguda entre los pacientes referidos a un programa de
trasplante hepatico. Ademas, segun estadisticas de la FDA, la intoxicacion por
acetaminofén continda siendo la primera causa de insuficiencia hepética aguda en
pacientes sin antecedente de enfermedad hepdética previa. La hepatotoxicidad
también es uno de los motivos mas frecuentes de que los farmacos sean retirados

del mercado®

El tratamiento de la hepatotoxicidad es inespecifico, la intervencion mas
importante es la pronta suspension del medicamento o el retiro de la toxina
respectiva. Teniendo en cuenta que, el paracetamol es uno de los analgésicos
dispensados sin receta médica mas vendidos, ya que lo emplean mas de 200
millones de pacientes al afio, y esto se debe a que casi todo el mundo piensa que
el paracetamol es seguro, pero lo cierto es que puede provocar graves dafos al
higado e incluso hasta llega a insuficiencia hepatica aguda si se toma en dosis

altas.®

Por tal motivo el siguiente estudio se planted en la siguiente interrogante: lo que
éste estudio se propuso ¢ El extracto acuoso de las flores de overo (Cordia lutea)
tendra efecto en la toxicidad Hepatica inducida por paracetamol en ratas
Holtzman macho? En este contexto el desarrollo de la investigacion tiene la

siguiente distribucion estructural:



En el capitulo | se realiza el planteamiento y formulacion del problema de estudio

En el capitulo 1l se presentan los antecedentes nacionales e internacionales, y las
bases tedricas que corresponden a las variables de estudio respectivamente, asi

mismo se realiza la definicién de términos relacionados.

En el capitulo Il se plantea la Metodologia de la investigacion, se explican las
técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y fundamento de los equipos
utilizados en la investigacion. Asi mismo el procesamiento y analisis de los datos

estadisticos.

En el capitulo IV se detalla la discusion de los resultados y se realiza la

comprobacion de la hipétesis

Y como Ultima parte de la investigacibn se presenta el Capitulo V donde

encontramos las Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
El area de la toxicidad hepética relacionada con drogas se encuentra con
documentacion todavia limitada, tal vez porque es dificil construir un
diagndstico establecido. Segun un estudio francés, 10 de 100 pacientes
padecen de hepatotoxicidad. No obstante, el paracetamol es una de las
drogas mas usual. En Estados Unidos, el 40% de la hepatotoxicidad es
causada por el consumo de drogas, Ademas de ser responsables (entre el 2
% y 5%) de las ictericias en pacientes “del 10% de todos los casos de

hepatitis aguda y del 40% de los casos en mayores de 50 afios”.*¥

Es numerosa la cantidad de medicamentos y plantas medicinales que
pueden contribuir con una enfermedad hepatica producida por drogas. Los
antinflamatorios son los mas frecuentes en producir hepatotoxicidad. Por

otro lado, la cocaina y el éxtasis son la principal causa en los jévenes.®

El tratamiento para este tipo de problema (toxicidad hepética) es casi nulo, a
excepcion del valproato y el paracetamol, pues contribuye con el uso de
carnitina y N- acetil. Los principales mecanismos “involucrados en el efecto
hepatoprotector de estos productos naturales, la inhibicién del citocromo
P450 2E1 (CYP450 2E1) y su accién antioxidante y estabilizadora de

membrana”. ©



1.2

El higado tiene a padecer inflamaciones, infecciones viricas, toxicidad por
farmacos, drogas, metabolitos, entre otros. Puesto que, este 6rgano se
encarga de metabolizar las sustancias toxicas y que estas puedan ser

expulsadas con facilidad.”

En este sentido la investigacion tiene como propdsito encontrar una accion
positiva de las flores de overo Cordia lutea frente a la Hepatotoxicidad
producida como efecto adverso de los medicamentos antinflamatorios que

tanto uso tienen hoy en dia.

La realidad problematica descrita anteriormente se conduce en la orientacion
gue se puede agravar si no se investiga nuevas formas de tratamiento para
tratar o mejor aun prevenir la Toxicidad Hepéatica en nuestro pais, y asi
contribuir a la informacion disponible sobre las plantas con efectos

terapéuticos favorables para el hombre.
IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema general
¢, Qué componentes quimicos presentes en el extracto hidroalcohdlico de las
flores de overo Cordia lutea tendra efecto en la toxicidad hepatica inducida

por paracetamol en ratas Holtzman macho?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Qué componentes quimicos presentara El extracto hidroalcohdlico
de las flores de overo Cordia lutea que puedan reducir la toxicidad
hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman macho?

2. ¢El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea
reducira las alteraciones de los paradmetros fisicos producidas en la
toxicidad hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman
macho?

3. ¢El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea

reducira las alteraciones de los parametros bioquimicos producidas en



la toxicidad hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman

macho?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general
Identificar componentes quimicos en el extracto hidroalcohdlico de las flores
de overo Cordia lutea y determinar la toxicidad hepética inducida por

paracetamol en ratas Holtzman macho.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar algunos componentes quimicos en el extracto
hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea.

2. Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico de las flores de overo
Cordia lutea en la reduccion de las alteraciones de los parametros
fisicos producidas en la toxicidad hepatica inducida por paracetamol
en ratas Holtzman macho.

3. Determinar el efecto del extracto hidroalcohélico de las flores de overo
Cordia lutea en la reduccion de las alteraciones de los parametros
bioquimicos producidas en la toxicidad hepatica inducida por

paracetamol en ratas Holtzman macho.

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
El estudio se justifica tedricamente ya que los resultados que se encuentren
en él, sumaran al estado del arte del overo que es un arbol que crece en el
Norte del Perl y posee diversos compuestos activos, identificados mediante

técnicas cromatograficas diversas.

El efecto hepatoprotector se refiere a la regeneracién de células hepaticas
mediante la estimulacion de la funcion natural del higado de reemplazar
células dafiadas. En el campo de la medicina tradicional a la especie Cordia
lutea se le atribuyen propiedades curativas como antiasmatica,
antitusigenas, eliminacion de calculos biliares, ictericia y afecciones

hepaticas ©



Metodolégicamente el estudio y las diferentes pruebas experimentales se
llevaron a cabo en el laboratorio de Farmacognosia y Farmacologia de la
facultad de Farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Mediante las diferentes técnicas e instrumentos necesarios para la
purificacion de la muestra, obtencion de los metabolitos secundarios e
induccion a la toxicidad hepética por paracetamol a los animales de
experimentacion en los cuales se determinaron los posibles efectos

terapéuticos de la planta.

Este estudio es util porque a partir de los datos que se desarrollen en él,
otros investigadores podran complementar los estudios al respecto de la
problematica descrita, buscar nuevos metabolitos de esta planta nativa del
Perd, y permitira que los organismos de salud tengan una herramienta de
informacion referente, del mismo modo los pacientes puedan informarse y

acceder a ello.

Los andlisis de las pruebas experimentales que se llevaron a cabo en el
estudio permitiran tener evidencia cientifica sobre los efectos terapéuticos de
las flores de overo frente a la Hepatotoxicidad, ya que a la escasez de
estudios del empleo de flores de overo como alternativa terapéutica para el
manejo de toxicidad hepatica nos coloca en posicién ventajosa al permitir a
los quimicos farmacéuticas en participar activamente en procedimientos de
relevancia clinica directa, esto contribuird a implementar nuevas formas de
tratamiento y a la invencién de nuevos medicamentos de origen natural para

la poblacion en general que lo necesite.

Finalmente permitira plantear nuevos protocolos de atencion que no
presenten las desventajas de los tratamientos actuales, aspecto actualmente
de gran trascendencia no solo para nuestros pacientes sino también para el
equipo de salud, en la medida en que se pueda establecer nuevas medidas
terapéuticas que permitan el manejo de la enfermedad, protegiendo al
organismo de los efectos adversos, propios de la medicina convencional,
permitiéndole al clinico ampliar su bagaje terapéutico para la atenciéon de

esta patologia.



1.5 LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

a)

b)

d)

La investigacion se limita a informar aspectos tales como: composicion
fitoquimica, la hepatotoxicidad y los efectos curativos de las flores de
overo.

La investigacion solo se limita a realizar la investigacion in vivo utilizando
animales de experimentacion mas no se utilizaron material in vitro ni
microbioldgico.

El presupuesto se limita solo al estudio de una planta usando el método
de maceracion hidroalcohdlica.

El desarrollo del proceso de experimentacion se llevé a cabo en los
laboratorios de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM

previa coordinacion con el area encargada.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Antecedentes nacionales

Garcia M. (2016) realiz6é un estudio de investigacion, titulado “Efecto de los
flavonoides totales de hojas de Cordia lutea Lam. Sobre hepatoxicidad
inducida por Tetracloruro de carbono en Rattus norvegicusvar. Albinus”, su
objetivo principal fue “determinar el efecto protector de los flavonoides
totales de las hojas de Cordia lutea Lam”. Para la muestra utilizé “32 ratas
albinas, machos adultos, con peso entre 300 g, los cuales fueron distribuidos
al azar en 4 grupos, de 8 animales cada uno: Grupo | (Blanco: NaCl 0.9%), I
(Control: CCl4), 1l (Problema I: 10mg/Kg p.c. flavonoides totales + CCl4) y IV
(Problema II: 20mg/Kg p.c. flavonoides totales + CCIl4)”. La metodologia fue
la siguiente “Cada tratamiento se administré en ayunas, por via oral durante
15 dias mediante sonda nasogastrica. En los grupos Ill y IV primero se
administré la dosis de flavonoides y luego de 2h se administré 0.1mL CCl4
10% en aceite de oliva. Se determinaron valores séricos basales y post-
estimulo (luego de 15 dias) de ALT, BT, BD y BIl. Se realizé el estudio
histopatolégico a los higados de todos los grupos experimentales,
analizandose los parametros microscopicos. En el grupo Il (control) se
observo toxicidad hepatica evidente al aumentar significativamente los
niveles de ALT vy bilirrubinas y producir mayor alteracién en la estructura de

hepatocitos. En el grupo Ill con una dosis 10mg/Kg de flavonoides totales de



hojas de Cordia lutea Lam”. Los resultados del trabajo de investigacién son
los siguientes: “Se muestran niveles séricos de ALT, BT, BD y Bl elevados,
con respecto a sus Vvalores basales respectivos (p<0.05) que se
corresponden con la alteracion histopatologica. Mientras que el grupo IV con
una dosis 20mg/Kg de flavonoides totales se muestran niveles séricos de

ALT, BT, BD y Bl similares a sus valores basales respectivos (p>0.05)".©)

Medina Z.V.L. (2015) Ejecutdé una investigacion titulada “Estudio
farmacognostico y cuantificacion de flavonoides totales de las flores de
Cordia Iutea (flor de overo) proveniente de Cormot distrito de Compin
provincia de Gran Chimu region La Libertad”. El objetivo principal de esta
investigacion fue la determinacion de las caracteristicas farmacognaosticas de
la flor de Cordia lutea, la cuantificacion de flavonoides totales Material y
Métodos: Para la descripcidbn de las caracteristicas farmacognédsticas se
emplearon analisis de calidad macromorfolégicos, organolépticos, fisico-
quimicos y fitoquimicos para drogas vegetales segun las Normas Ramales
de Salud Publica (Cuba). Para la cuantificacion espectrofotométrica de
flavonoides se utiliz6 como patron quercetina y las lecturas se realizaron a
256 nm segun el método descrito por Miranda (2000). Resultados: La flor de
Cordia lutea se defini6 como una flor de corola Gamopétala acampanada,
Céliz Tubuloso; posee 4 sépalos, 9 estambres, 1 carpelo y un Unico pétalo;
presenté un peso promedio de 0,1127 g, ancho de 2,3 cm y largo de 2,9 cm.
Dentro de las caracteristicas organolépticas se describe como una flor
amarilla, con olor suigéneris, sabor ligeramente amargo y de contextura lisa.
El estudio fotoquimico revelo la presencia de compuestos terpénicos y
fendlicos; tales como flavonoides y leucoantocianidinas de los cuales el
compuesto mayoritario corresponde a rutina, con un Rf de 0,39. El contenido
de flavonoides totales expresados en quercetina fue de 1.5 %.
“Conclusiones: Se determinaron las caracteristicas Farmacogndsticas de las
flores de Cordia lutea “flor de overo”, las cuales comprenden caracteristicas
macromorfolégicas, organolépticas, fisico-quimicas y fitoquimicas. Se
determind su concentracion de flavonoides totales expresados en quercetina

cuyo valor fue de 1.5%”.4%



Guillén F.  (2016) desarroll6 una investigacion titulada “Efecto
hepatoprotector del Peumus boldus “Boldo” en la hepatotoxicidad inducida
por Paracetamol en Rattus rattus Var Albinus”. El objetivo de la investigacion
es “evaluar el efecto hepatoprotector del Peumus boldus en hepatotoxicidad
inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus”. La muestra de la
investigacién experimental fue de “16 ejemplares de Rattus rattus var albinus
del grupo paracetamol y 8 del grupo paracetamol mas boldo a quienes se
realizd6 dosaje de TGO, TGP, FA, PT y F, BT y F”. El resultado de la
investigacion arrojo los siguientes resultados; “EI TGO es mayor en el grupo
de paracetamol, lo mismo para la FA, el descenso de peso en gramos de
Rattus rattus var albinus fue mayor en el grupo de solo paracetamol, pero no
fue significativo”. Con respecto al peso del higado “este fue
significativamente mayor en el grupo paracetamol, no hubo diferencias

significativas en relacion a largo, ancho y altura del higado”.®¥

2.1.2. Antecedentes internacionales

Bermudez D. et al (2014) en el trabajo de investigacion, llamada
“Evaluacion del potencial hepatoprotector de la Mentha piperita L previo a la
induccion de hepatotoxicidad con acetaminofén”. La muestra que se utilizd
para esta investigacion fueron “ratones adultos machos NMRI a los que se
administré por via oral extractos blandos de la planta a dosis de 200 mg/kg y
400 mg/kg, tres dias consecutivos previos a la induccion de la
hepatotoxicidad”. Los indicadores utilizados fueron “signos clinicos de
toxicidad, parametros bioquimicos hepaticos y el analisis morfolégico del
higado”. Los resultados obtenidos indican lo siguiente “diferencias altamente
significativas, pero ninguno de los dos grupos presenté un comportamiento
similar al grupo control no tratado. No se confirmaron alteraciones
macroscopicas del higado. A nivel Microscopico, los grupos en estudio con
Mentha piperita L. presentaron dafios de leves a moderados con diferencias
significativas respecto al grupo control no tratado”. En conclusion, se puede
sefalar que “segun la evaluacién del potencial hepatoprotector del extracto
de M. piperita L. a las dosis estudiadas no se comporté como agente

hepatoprotector”.*?
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Asqui M. (2013) en su trabajo de investigacion, llamado “Actividad
Hepatoprotectora del Extracto de Diente de Ledn (Taraxacum officinale) en
Ratas (Ratus novergicus) con Hepatotoxicidad Inducida por Tetracloruro de
Carbono”. Este trabajo se llevo a cabo en “los laboratorios y el Bioterio de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia — ESPOCH. Su objetivo principal es
‘comprobar la actividad hepatoprotectora del diente de ledn, utilizo el
extracto de diente de ledn al cual se realizo el control de calidad y tamizaje
fitoquimico”. Para la realizacion del trabajo se dividieron a las ratas en tres
grupos, los cuales recibieron extracto, a una concentraciéon de 100%, 50% y
25% respectivamente por 9 dias, al octavo dia se administrg tetracloruro de
carbono. “Se realizaron pruebas de ASAT y ALAT y se extrajo los higados
para el analisis histopatologico. Para el analisis de datos se utiliz6 el test
ANOVA. En el tamizaje fitoquimico se encontré flavonoides, alcaloides,
compuestos fendlicos, y principios amargos. En la prueba de ASAT y ALAT
en el grupo GA se elevaron en un promedio de 6,81% del valor normal; GB
aumenté un 51,71% y GC un 67,37%. Como resultados el autor evidencio en
el examen histopatoldgico el GA tuvo 40% de destruccién hepética, GB 90%
y GC 95%”. En el analisis estadistico “se comprobd que las transaminasas
estan en proporcion directa con la destruccion hepética. El diente de leén es
hepatoprotector ya que en las pruebas de transaminasas y en el examen
histopatologico se evidencid un leve dafio hepéatico con dosis altas del

extracto”.Y

Marival E. et al (2017) investigaron el “Efecto protector del petroselinum
crispum (perejil) frente a la hepatotoxicidad cronica inducida con etanol en
ratas albinas holtzman”, tuvieron como objetivo evaluar el efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcoholico sobre la induccion cronica de
hepatotoxicidad con etanol en ratas albinas Holtzman jévenes. Fue un
estudio transversal, analitico y experimental. Donde las ratas fueron
inducidas por 3 meses las cuales fueron divididas en: Blanco, Control
Negativo recibi6 etanol 20%, Control Positivo etanol 20% vy silimarina
25mg/kg y Tratamiento recibio etanol 20% vy extracto hidroalcohdlico
Petroselinum crispum 150mg/kg. Durante el procedimiento se realizaron

examenes bioquimicos (sangre) y anatomopatolégicos (higado). Se
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2.2

utilizaron las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey; se consideré p<0,05
como signifcativo e intervalo de confanza 95%. Como resultados los autores
encontraron que las medias de los niveles bioquimicos de ALT, AST,
Bilirrubinas totales y GGT para el grupo tratamiento fueron de 51.76+16.15,
112.86+£56.16, 0.26+0.07 y 0.66+0.14. Mientras que las medias de los
niveles bioquimicos de ALT, AST, Bilirrubinas totales y GGT para el grupo
control positivo fueron de 24.55+4.21, 44.26+3.85, 0.24+0.06 y 1.32+0.62.
“El estudio anatomopatolégico no mostr6 cambios relacionados a
esteatohepatitis en todos los grupos. Y como conclusibn mencionan que el
extracto hidroalcohdlico de Petroselinum crispum presenta nula evidencia
hepatoprotetora sobre la induccion crénica de hepatotoxicidad con etanol a

las dosis evaluadas, sugieren es necesario mas estudios”.*®

BASES TEORICAS

2.2.1 Flor de overo cordia lutea

2.2.1.1 Caracteristicas etnobotanicas

Cordia lutea, denominada también como “flor de overo, cordia
amarillao muyuyo”, proviene de la arb6reafamilia de borraja
(Boraginaceae), oriunda de las Islas Galdpagos, Ecuador
continental, Perd y las Islas Marquesas en Polinesia. Se utiliza para
aliviar el dolor de rifién, desérdenes gastrointestinales, hepatitis.
Cordia lutea se desarrolla en arboles (ocho metros de alto). Las hojas
de estos arbustos oscilan entre los cuatro y diez centimetros de largo.
Sus ramas tienden a ser velludas. La parte superior de las hojas
denotan una textura tosca lo aspero.®

“Las flores amarillas se distribuyen enracimoy son dulcemente
perfumadas. Los pétalos de cada flor se funden juntos en una forma
de trompeta, 2-4cm a través en la boca, que tiene de cinco a ocho
I6bulos. Dentro de la flor hay cinco a ocho estambres. Después de
la fertilizacién, forma (una drupa), de 8—12 milimetros de didmetro que

contiene de una a cuatro semillas. La fruta tiene una pulpa carnosa
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https://es.wikipedia.org/wiki/Drupa

que al exprimirse produce un material viscoso que se vuelve pegajoso

al ambiente”. 47

2.2.1.2 Uso tradicional

Sus semillas son duras y leflosas sin dispersa, la madera es
resistente, los frutos mucilaginosos, sirven para pegar como goma o
engrudo. Se usa el mucilago de los frutos en cataplasmas externas y
en jarabes diluidos en agua caliente, el mucilago y el cocimiento de
las hojas sirven como hemostatico.

Las hojas frescas o secas se emplean en decoccibn como
expectorante, y en infusiéon la planta es usada en los nifios una tasa
en la mafana y en la noche costra el susto, pero el uso mas comudn es
el caso de las flores, para enfermedades hepaticas y en dolor de

rinones.

Tabla N° 1. Clasificacion taxondmica

Subreino: Tracheobionta

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae
Subfamilia: Cordioideae
Género: Cordia

Especie: Cordia lutea

Fuente: Jardin Botanico-Lima Peru.

Un estudio filogenético molecular en 2005 “sugiere que Cordia
lutea esta mas estrechamente relacionado con C. dentata, tanto
desde el Nuevo Mundo, y que estos dos son emparentadas con un
gran clado de especies del Viejo Mundo, formando el clan Myxa

dentro del género. Se sugiere que el origen del clado estaba en el
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Nuevo Mundo, desde donde fue dispersado a Africa y mas alla por las

aves”.!"

2.2.1.3 Propiedades terapéuticas

Usada tradicionalmente para:

Recuperar la belleza y color de la piel.

cuidar el higado.

Hepatitis.

Como infusién digestiva, para tomar luego de los alimentos (30
minutos después).

Mejora la apariencia de la Piel, la Ictericia, asi como para el cuidado
de la Prostata.

Desde tiempos muy remotos nuestros ancestros utilizaban el agua de
las flores de overo remojados en agua cuando presentaban
enfermedades hepéticas, dentro de los cuales se logra identificar el
de lograr la reduccién y/o desaparicion del dafio hepéatico, mediante
un estudio biolégico en modelos animales experimentales inducidos a

toxicidad hepatica *®

2.2.1.4 Metabolitos secundarios de flores de Overo

Los metabolitos secundarios son principios activos o compuestos
quimicos presentes en las fuentes botanicas. Son compuestos no
esenciales para el funcionamiento y desarrollo de la planta por lo que
siempre han sido de gran interés cientifico dar una explicacion a sus
funciones. Han sido aislados de los extractos o partes especifica de la
planta para realizar posteriormente ensayos biolégicos y formulas

farmacéuticas con estas sustancias. ?Y

De las flores de overo se han estudiado los siguientes metabolitos
secundarios:

Flavonoides: Compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana, constituyen uno de los subgrupos de
los compuestos fendlicos mas importantes debido a su actividad

antioxidante, encontrdndose ampliamente distribuidos en el reino
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vegetal localizados en la savia vacuolar de las células como hojas,
flores y raices. Los flavonoides pueden clasificarse en seis clases,
segun las isomerizaciones y los grupos funcionales que les son
adicionados, las chalconas, flavonas, flavonoles, antocianinas, taninos
condesados y las auronas, también pueden sufrir modificaciones y
convertirse en isoflavonoides o neoflavonoides.

La mayoria se caracteriza por ser hidrosolubles y estables al calor
siendo susceptibles a los cambios quimicos como la maduracion,
fisicos en el procesamiento de alimentos como picado y trituraciéon
(rotura de estructuras, lixiviacién y destruccion parcial en contacto con
el aire) y térmicos, ya que el calor excesivo altera los pigmentos de los
alimentos. Estos ejercen actividades importantes como:
Antiinflamatorio, antialérgico, antiplaquetario, antiulceroso,
antiosteoporotico. Pueden ser usados en el tratamiento de la enteritis,

amigdalitis, bronquitis y disenterfa. 9

Taninos: Poseen un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con
estructura polifendlica. “Los taninos hallados en este amplio grupo de
compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, presentan
estructura quimica variada no nitrogenados, solubles en agua,
mezclas hidroalcohdlicas, acetona y tienen en comun su caracter
astringente (precipitan las proteinas) y antiinflamatorio, su capacidad
de curtir la piel. Se encuentran repartidos en el mundo vegetal,
especialmente en raices-rizomas, cortezas, lefio, hojas, frutos, etc”.
(20)

El material vegetal debe ser sometido a una minuciosa inspeccion, en
este caso, microscopica, ya que podria detectarse la presencia de
algun material inoportuno, como es el caso del polvo o material,
denominado como quebrado. Asimismo, la aplicacion de un examen
microscopico no es integral, por lo tanto, debe estar apoyada por
otros métodos analiticos. Si en caso la el material de referencia
evidencia que determinadas caracteristicas no referidas en los

requerimientos, esto podria ser considerado como un material raro.
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221

EL agua, etanol (compuestos muy polares); cloroformo y éter (menos
polares) son los disolventes utilizados para poder extraer estos
compuestos. “La reaccion mas usual para la deteccion de los
flavonoides en un extracto de planta es la Reaccion de Shinoda, en la
cual al extracto alcohdlico incoloro o ligeramente amarillo se le afiade
un pequefio trozo de magnesio y unas gotas de HCI concentrado,
donde el desarrollo inmediato de la coloracion es indicativo de la
presencia de: flavonas (amarillo a rojo), flavonoles (rojo a magenta),
flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo);

chalconas y auronas no dan coloracién”. ¢?

Obtencion de un extracto hidroalcohdlico.

El material vegetal seco y molido se humecta en agua durante 15
minutos y se extrae con etanol dejando macerar por 7 dias. El mismo
se filtra obteniéndose el extracto hidroalcohdlico, hasta lograr el
completo agotamiento de la droga. Los extractos hidroalcohélico asi
obtenidos se retnen y concentran hasta sequedad por medio de una
estufa con aire circulante y se evalltan a través de técnicas de
tamizaje fitoquimico segun la metodologia establecida por el Manual
de practicas de laboratorio de Farmacognosia y siguiendo las

especificaciones de la literatura especializada ©?

El higado

2.2.1.1 Anatomiay fisiologia del higado

“El Higado es una glandula anexa al sistema digestivo que vierte la
bilis, producto de su secrecion externa, en el duodeno. Es el érgano
mas voluminoso del organismo, situado bajo el diafragma, sobre el
duodeno y delante del estbmago. La sangre que recibe viene de dos
vias: la arteria hepatica y la vena porta hepética, mientras que sale

por la vena hepatica”®.

Este organo pesa aproximadamente 1,5
kilogramos. Su textura lisa y de coloracion rojo oscura, ya que esta
contenido de sangre. No obstante, el color puede modificarse debido

a las enfermedades que el la persona padezca, como es el caso de la

16



cirrosis, biliares, achocolatado en canceres, bajo estas circunstancias
el higado puede volverse de color verde.

El higado esta protegido por el peritoneo, una capa protectora y el
parénquima hepatico, del cual se desprenden los conductos
excretores de la bilis. Estas cépsulas finas y débiles envuelven el
organo.

“El higado adulto representa la mitad superior de un cuerpo ovoide,
cuyo eje mayor es oblicuo hacia arriba y a la izquierda. Posee una
parte derecha muy desarrollada hacia atrds y arriba, lateral a la
columna vertebral. Ocupa la concavidad diafragmatica derecha. Su
extremidad izquierda se adelgaza y aplana debajo del hemidiafragma
izquierdo se localiza en el Hipocondrio derecho, por debajo del
diafragma y por encima del estbmago, y de los vasos del intestino

delgado por detras de las vértebras toracicas”.®®

Vesicula Higado
biliar

Figura N°1. Posicién anatémica del higado
Fuente: Wikipedia

“Se ubica adelante con el diafragma, separado de éste por el receso
subfrénico, dividido en dos por el ligamento falciforme: a la derecha se
relaciona con la cavidad pleural derecha y con la quinta costilla en la
espiracion forzada; a la izquierda se relaciona con la pared
abdominal, con el proceso xifoides del esternén, con el pericardio y la

cavidad pleural izquierda. La porcion posterior de la cara
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diafragmética se relaciona con el ligamento coronario, la vena cava

inferior, las venas hepaticas, el I6bulo caudado y el ligamento

triangular izquierdo”. ®¥

CARA ANTERO SUPERIOR DEL HIGADO
- .‘—’ —— :

LIGAMENTO
FALCIFORME
BORDE
ANTERIOR
VESICULA BILIAR

Figura N° 2. Cara anterosuperior del higado
Fuente: Wikipedia

“‘Este o6rgano se relaciona con las Vvisceras supracdlicas vy
retroperitoneales derechas. A la derecha de la porta hepética el
higado se ubica sobre la flexura célica derecha y la parte inicial del
colon transverso, asi como se relaciona con el duodeno. Mas atras y
medialmente se relaciona con el rifibn y la glandula suprarrenal
derecha. A la izquierda se relaciona por delante del omento menor
con la flexura superior del duodeno, el colon transverso y la cara
anterior del estébmago; y por detrds del omento menor con la
transcavidad de los epiplones”.

El higado recibe sangre arterial para el parénquima a través de la
arteria hepatica, toda la sangre venosa de las visceras abdominales
por la vena porta hepatica, excepto la sangre de las venas
retroperitoneales, y en el feto sangre desde la placenta por la vena
umbilical. Estos vasos llegan al higado por la raiz hepatica y umbilical.
La sangre sale del higado por las venas hepaticas que llegan a la
vena cava inferior.®®

“La bilis elaborada en el higado es evacuada por los conductos
biliares. Los conductos son primero intrahepaticos (derecho e
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izquierdo), y luego se unen en uno comdn. Este recibe al conducto
cistico, de la via biliar accesoria, y forman el conducto colédoco. La

vesicula biliar esta al término del conducto cistico”. ?®

2.2.1.2 Funciones del higado

Este 6rgano tiene mas de quinientas funciones, y es clave para el
aparato digestivo y el sistema inmunitario, puesto que ayuda a
controlar el metabolismo de las grasas y el azucar. Asimismo,
contribuye, de manera significativa, el procesamiento de los
alimentos, puesto que el 90% de los nutrientes pasar por este érgano.
El higado tiene la facultad de convertir los alimentos en energia,
almacena nutrientes y produce proteinas sanguineas. “Ademas, actua
como filtro para eliminar sustancias nocivas de la sangre. En los fetos

en formacién, los hematies se producen en el higado”.®

Metabolismo
El higado desempefia diferentes funciones que son vitales para el
cuerpo humano, entre ellas:

- Se encarga de la regulacion, ya sea por acumulacion o

liberacién de colesterol y azlcar.

El érgano opera de la siguiente manera: Al ingerir los alimentos, el
higado lo detecta y transforma la glucosa en glucoégeno, el mismo que
utilizara prono. Por otro lado, cuando el cuerpo requiera de energia el
glucogeno volvera a su estado anterior (glucosa). A este
procedimiento se le demomina gluconeogénesis.
El higado es el encargado de regular el almacenamiento de las
grasas, a través de la conversion de los aminoacidos de la comida
digerida en acidos grasos, como los triglicéridos; el cuerpo humano al
no poseer suficiente azucar, el higado convierte los acidos grasos en
cetonas, las cuales pueden utilizarse como energia. “Ademas,
controla la produccién, el metabolismo y la excrecion del colesterol, el
cual es un componente fundamental de las membranas celulares y

determinadas hormonas”®?®
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Almacenamiento

El higado tiene en su poder a vitaminas como A, D, B-9 (folato) y
B12. Asimismo, contiene hierro. El exceso de numerosos
medicamentos, como el paracetamol y anti-VIH pueden afectar
seriamente este oOrgano, lo cual originaria que los medicamentos
ingresen a la sangre. Por ello, se recomiendo mucho cuidado al

efectuar combinaciones entre farmacos o plantas.®®

Sintesis de las proteinas

Entre las funciones principales del higado se encuentra la de
sintetizar las hormonas, enzimas, factores inmunitarios y de
coagulacion. Las enzimas hepaticas aminotransferasas o
transaminasas se encargan de la descomposicion de los aminoacidos
de la comida digerida y los utilizan para elaborar nuevas proteinas
necesarias para el organismo. “Cuando las células hepaticas estan
inflamadas o dafiadas, estas enzimas pueden liberarse y acumularse
en grandes cantidades en la sangre; es posible determinar su
concentraciéon mediante un sencillo andlisis de sangre”.®

La albumina es una proteina importante para que correcta actividad
de la sangre, esta proteina es sintetizada por el higado, del mismo
modo las proteinas correspondientes al transporte de minerales,
grasas, hormonas y vitaminas. “Los factores de coagulaciéon
producidos por el higado son el fibrinbgeno, la protrombina (Factor I1)
y una proteina que forma parte del proceso de coagulacion (el Factor
VII). Estos factores permiten a la sangre coagularse después de sufrir
una herida; cuando los niveles son bajos, pueden producirse
hematomas con facilidad y hemorragias prolongadas. Otras proteinas
sintetizadas por el higado son la alcalina-fosfatasa, la gamma-

glutamil-transferasa (GGT) y el factor de crecimiento insulinico”.®

Desintoxicacion
El érgano tiene la vital funcion de desechar sustancias peligrosas que
puedan afectar al cuerpo humano, por ejemplo: las drogas,

medicamentos, metales pesados, alcohol. Estas sustancias son
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controladas por el higado, sin embargo, el exceso del consumo de
dichos productos peligrosos puede ser fatal para el érgano, y por
consecuente para el cuerpo humano. Ademas, el higado se encarga
de excretar derivados toxicos del metabolismo normal y las hormonas

sobrantes.

Detoxificacién de farmacos y toxinas

Las membranas que rodean los sinusoides esta constituido por una
gran cantidad de fenestraciones o poros que permiten el paso directo
de moléculas hacia los hepatocitos lo cual confiere a los hepatocitos
esta capacidad de depurar farmacos, toxinas, drogas, etc. No
obstante, las sustancias mencionadas no pueden ser desechadas por
el cuerpo directamente por la via renal, sino que tiene que sufrir
algunos cambios para ser mas asequibles para ser eliminados.®?.

El proceso se divide en dos etapas: oxidacién y conjugacion. “La
oxidacion se realiza en el REL o en las mitocondrias de los
hepatocitos y consiste en una serie de reacciones llevadas a cabo por
las enzimas del citocromo P450 que oxidan a estas sustancias y las
inactivan. La conjugacion se realiza con el acido glucurénico, la
glicina, taurina o radicales sulfato. Se ha visto que el consumo
prolongado de ciertos farmacos genera hipertrofia del REL y por
consiguiente aumentan las enzimas encargadas de estos

procesos” Y

Metabolismo de los farmacos

En el higado se realizan dos etapas:

Fase |. Relacionada con reacciones de oxidacion y disminucion de
modificacion de grupos funcionales. De esta manera, esto ocasiona el
acrecentamiento de la hidrosolubilidad de los metabolitos, facilitando
la excrecion biliar y urinaria.

Fase Il: Reacciones de conjugacion en las que el farmaco o un
metabolito derivado del mismo se acoplan con substratos endogenos
como el &cido glucurdnico, acético o sulfarico, que nuevamente

generan metabolitos mas solubles en medios hidricos facilitando de
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esta forma su excrecion. La mayoria de los mecanismos celulares
implicados en la lesion hepética toxica idiosincrasica siguen siendo
desconocidos.

La hipdtesis mas plausible es la generacion de metabolitos reactivos
durante las reacciones de biotransformacion hepatica de fase |
controladas por el citocromo P-450 (CYP450), un conjunto de enzimas
microsomales bajo control genético ¢

La ausencia de un determinado CYP o la presencia de polimorfismo
en uno o varios CYP determinaria bien la inactivacién del compuesto
original (toxico) o bien la formacion de metabolitos aberrantes
(idiosincrasia metabdlica).

El resultado de éste proceso es la presencia intracelular de radicales
libres o compuestos electrofilicos que depleccionan el glutation de las
células, se unen covalentemente a proteinas, lipidos o &cidos
nucléicos o inducen peroxidacion lipidica. “La lesidn citotoxica culmina
en la muerte celular por necrosis o apoptosis. La necrosis es
consecuencia directa de la peroxidacion de los lipidos de membrana,
dando lugar a la rotura celular y a la salida de componentes
citosolicos al espacio extracelular”. ¢®

La apoptosis en cambio se caracteriza por la condensacion progresiva
de la cromatina nuclear, descrita sobre todo en relacion con la
toxicidad por &cidos biliares y mediados por un mecanismo
dependiente de Fas (proteina receptora de la familiar de receptores
del factor de necrosis tumoral alfa). “El exceso de acidos biliares en el
citosol hepatico ocasiona una traslocacion del Fas citosélico a la
membrana, uniéndose a su ligando fisioldgico, lo cual desencadena la
cascada de caspasas que culmina en la apoptosis celular. Sin
embargo, el efecto citotoxico también puede ser secundario al estrés
oxidativo que se genera durante el metabolismo de las toxinas”. ¢

En situacion de estrés oxidativo se produce una deplecion de ATP, la
oxidacion de grupos sulfhidrilo de las proteinas, trastornos en la
hemostasis i6nica y un aumento sostenido en la concentracion
intracelular de Ca++. Todo esto conduce en dUltima instancia a la

pérdida de la integridad celular.
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En una minoria de casos el metabolito reactivo presumiblemente
forma aductos con proteinas o con el propio enzima microsomal que
lo ha generado, comportandose como un neoantiageno. Estos
neoantigenos, formados a nivel del citosol, migran hacia la membrana
celular bien via vesicular o uniéndose a moléculas HLA de membrana,
desde donde estimulan la respuesta inmune celular y humoral dirigida
contra las células hepaticas originando asi las reacciones
idiosincrasicas inmunoalérgicas o por hipersensibilidad®?.

“En raras ocasiones la hepatotoxicidad idiosincrasica sobreviene por
un fallo genéticamente condicionado en los sistemas enzimaticos de
detoxificacion (reacciones de fase IlI) encargados de neutralizar los
metabolitos reactivos, los cuales pueden dar lugar a determinados
sindromes como la colestasis, al inhibir transportadores especificos
de la bilis, o a la esteatosis microvesicular y esteatohepatitis al alterar

la B-oxidaciéon mitocondrial”.®

2.2.1.3 Células Kuppfer

Las células Kuppfer son “macréfagos especificos del higado poseen
forma estrellada y un nucleo oval grande y globoso y un nucleo
visible; su citoplasma contiene una gran cantidad de lisosomas por ser
de tipo fagocitaria para incorporar particulas grandes como eritrocitos
y bacterias; también unen particulas pequefias pero lo hacen a través
de vesiculas por pinocitosis. En estas células se expresa la enzima
NDPH-oxidasa la cual participa definitivamente en el desarrollo de la
lesion hepatica inducida por téxicos”. ¢

“Tienen diversas funciones la principal quiza sea la de mantener la
homeostasis hepatica a diferentes niveles, la endocitosis es el
proceso mediante el cual se mantiene la homeostasis por la captacion
de algunas proteinas plasmaticas y otras sustancias sanguineas ya
que su reclutamiento propicia una respuesta metabolica que lleva a
producir citosinas y eicosanoides”. %

Se observa una elevada actividad de peroxidasa en reticulo
endoplasmico rugoso y la envoltura nuclear. Remueven los

remanentes de las LDL oxidadas del plasma, también captan las
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VLDL vy lipoproteina A"”). “En algunas enfermedades como cirrosis
biliar primaria, la ictericia obstructiva y el consumo de etanol reducen
la habilidad de las células Kuppfer para formar complejos inmunitarios
con la inmunoglobulina A (IgA) lo que afecta la capacidad inmunitaria
del huésped. Las células Kuppfer poseen receptores para los factores
de complemento los cuales se unen a las inmunoglobulinas, el DNA,

las bacterias y las plaquetas”. ¢

2.2.1.4 Dafios hepéticos

La hepatitis B o C crbnica, el consumo excesivo de alcohol y otros
factores pueden causar grave toxicidad hepatica. Teniendo en cuenta
la cantidad de funciones vitales que realiza el higado, no es
sorprendente que las lesiones hepaticas afecten a casi todos los
sistemas organicos, entre ellos al digestivo, endocrino, cardiovascular
e inmunitario. “A medida que el higado va sufriendo dafios, el tejido
normal se va volviendo fibroso (fibrosis, con cicatrices superficiales),
graso (esteatosis) y con cicatrices profundas (cirrosis). Cuando el
organo esta demasiado lesionado, pierde la capacidad de
desempeidiar sus funciones normales”.®®

En la cirrosis compensada, el higado estd dafiado, pero todavia
puede funcionar con relativa normalidad. En la cirrosis
descompensada, el 6rgano ha sufrido tantos dafios que no puede
funcionar adecuadamente. El tejido cicatrizado puede impedir que la
sangre fluya a través del higado, haciéndola retroceder. Esto puede
causar hipertension portal (tensién alta), varices (vasos sanguineos
estirados y debilitados) en el eséfago y el estbmago y en otros
6rganos del sistema digestivo, e incluso hemorragias internas®.
Cuando las lesiones hepéticas son graves (cirrosis descompensada)
también puede aparecer ascitis (acumulacién de fluidos en el
abdomen), edema (inflamacién de brazos y tobillos) y dafios renales
(en el rifidn). Si el higado no puede filtrar las toxinas y los derivados
metabdlicos como el amoniaco, estas sustancias quimicas se
acumulan en la sangre, provocando alteraciones cerebrales vy

mentales, cambios de personalidad®®
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2.2.1.5 Hepatotoxicidad

En Inglaterra en el afio 1966, fue reportado el primer caso reportado
de toxicidad hepatica por farmacos, para ser exactos el paracetamol.
La toxicidad por paracetamol afecta frecuentemente a personas de
mediana edad (42 afios), mas mayormente en mujeres. La sobredosis
con paracetamol es la causa mas frecuente de insuficiencia hepética
aguda llegando a un 40%, seguida de las reacciones idiosincraticas
(12%), desplazando a las de origen viral (HVA y HVB). En un 20% se
desconoce la etiologia. Acetaminofen es usado y vendido como
analgésico para los alcoholistas por causar menos inflamacion
gastrica que la aspirina. Sin embargo, Los alcoholistas presentan un
riesgo mayor de consumir paracetamol y de exceder las dosis
recomendadas. Sin embargo, queda claro que esta asociacion
empeora la toxicidad hepética y este riesgo esta pobremente
reconocido por los médicos y los organismos reguladores. ¢

En 1989 un panel de expertos de Estados Unidos y Europa definid por
conceso el concepto de lesion hepatica, posteriormente el concepto
de lesion hepética ha sido retomado en el 2001 por una conferencia
liderada por la el Centro de Evaluacion e Investigacion de
Medicamentos de la FDA, Asociacion de Investigacion y Manufactura
farmacéutica y por la Asociacion para el Estudio de las Enfermedades
Hepaticas. De esta manera, se establecié que la lesibn hepatica se
define como un aumento de mas de tres veces el limite superior
normal de alanino aminotransferasa (ALT), mas de dos veces el limite
superior normal de fofatasa alcalina o una bilirrubina total aumentada
mas de dos veces el limite superior normal asociada a cualquier
elevacion en la alanino aminotransferasa o fosfatasa alcalina. “?

La lesién hepatica puede ser hepatocelular cuando existe una
elevacion inicial predominante de los niveles de alanino
aminotransferasa o puede ser colestasica cuando se presenta una la
elevacion inicial predominante de fosfatasa alcalina. El reconocer las
caracteristicas de la lesion hepética puede ayudar a categorizarlas.
Segun el tipo de medicamento, algunos podrian mostrar un patron

hepatocelular o colestasico. Estas categorias de lesion hepatica no
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son mutualmente excluyentes e inclusive podrian encontrarse un
patron mixto.
En los Estados Unidos constituye una de las principales causas de
insuficiencia hepatica, siendo responsable de mas de 56.000 casos
de visitas a urgencias, 2.600 hospitalizaciones y 450 muertes al afo.
Un panel consultivo de la FDA ha recomendado ya varias veces (la
altima en 2009) incluir una advertencia en todos los productos con
paracetamol sobre el riesgo de toxicidad hepatica. En enero de 2004,
la FDA lanzé una nueva camparfa de educacion publica que advertia
a los consumidores de los riesgos potenciales que conlleva el
consumo de paracetamol y otros analgésicos?.
‘En la actualidad, algunas compafias farmacéuticas incluyen
claramente esta advertencia en los productos que lo contienen. Esto
es importante, ya que es posible sufrir sobredosis involuntarias por
tomar dos 0 mas medicamentos juntos sin darse cuenta de que todos
contienen paracetamol. Sin embargo, la FDA sigue sin exigir que
estos productos lleven wuna advertencia sobre el riesgo de
hepatotoxicidad”.“?
Se define como hepatotoxicidad (HTX) a la lesion o dafio hepatico
causado por la exposicibn a un medicamento u otros agentes no
farmacolégicos. Con el término reaccién medicamentosa adversa se
designa a la aparicion de efectos deletéreos no intencionales que se
producen con dosis farmacoldgicas utilizadas con fines profilacticos y
terapéuticos. Estas reacciones adversas que afectan al higado son
mas dificiles de definir, por lo que dicho concepto ha sido establecido
por reuniones de consenso e incluye, al menos, una de las siguientes
alteraciones de los analisis bioquimicos hepaticos: “*
1) Aumento de alanino aminotransferasa superior a dos veces el
limite alto de la normalidad
2) Aumento de la concentracion de bilirrubina directa sérica mas de
dos veces el limite alto de la normalidad,
3) Aumento de aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina
(FA) y la concentracién total de bilirrubina, siempre que uno de

ellos supere mas de dos veces el limite alto de la normalidad.
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Sin embargo, la definicion de toxicidad hepética medicamentosa
puede variar de acuerdo a la entidad, o a la literatura revisada.

En caso de “La (OMS) clasifica la intensidad de la hepatitis en: Leve
(Alanina aminotransferasa <2.5 veces el limite superior normal),
media (Alanina aminotransferasa 2.6 -5.0 veces el limite superior
normal), moderada (Alanina aminotransferasa 5-10 veces el limite
superior normal) y severa (mayor de 10 veces el limite superior

normal)”.“*?

Mecanismos de hepatotoxicidad

En la poblacion de los diversos paises del mundo, la lesion al higado
es muy frecuente debido al consumo desmesurado de alcohol,
farmacos, de ciertos compuestos derivados de plantas y suplementos
para bajar de peso, la exposicion a virus como los de la hepatitis, el
dafio ocasionado por el atague de los acidos grasos libres producidos
en el sindrome metabdlico, procesos inflamatorios mediados por el
sistema inmunolégico y ciertas condiciones genéticas. Estas
condiciones patolégicas y las caracteristicas metabodlicas y de
vascularizacion propias de este 6rgano lo hacen mas vulnerable®?.
Alrededor del 75% del flujo sanguineo hepatico llega directamente del
tracto gastrointestinal por la vena porta. El otro 25% es conducido por
la arteria hepética. Los xenobidticos, una vez absorbidos en el
intestino delgado viajan en la sangre portal para ser descargados en
el higado, por lo tanto este 6rgano ha tenido que desarrollar un
sistema de detoxificacion eficiente. En el proceso de detoxificacion los
compuestos son convertidos a metabolitos secundarios para ser
eliminados mas facilmente del organismo, pero también pueden ser
biotransformados a otros compuestos intermediarios altamente
reactivos causando un dafio directo al higado®?

La hepatotoxicidad depende de la dosis y el tiempo de contacto, por lo
general es reversible en las etapas iniciales de la intoxicacion siempre
y cuando se elimine la exposicion al téxico. Existen otros factores que
potencializan el efecto hepatotoxico uno de ellos es la elevada

concentracion que alcanzan en el higado una gran cantidad de

27



sustancias con naturaleza liposoluble, las transformaciones que
sufren dentro del hepatocito y que el higado es la puerta de entrada
hacia los demas tejidos. “Los organelos celulares y sus funciones son
los primeros en sufrir el dafio, pero no solo los hepatocitos lo
experimentan también los colangiocitos, células Kupffer, células de
lto, las células epiteliales sinusoidales, entre otros”.®?

Una gran variedad de farmacos y agentes del medio ambiente son
considerados como xenobidticos hepatotéxicos que originan lesion
hepatica en distintas formas: En su triple aspecto (Zonal, masivo o
difuso), esteatosis, colestasis, fibrosis, cirrosis, carcinoma
hepatocelular 'y colangiocelular y alteraciones circulatorias
intrahepaticas. “El acino hepatico es el lugar donde llegan las
especies quimicas reactivas por el flujo sanguineo producto del
metabolismo de estos compuestos lo que propicia letalidad
caracteristica en zonas especificas debidas, en parte, a la expresion
de enzimas y a la presencia de toxicos en la sangre a lo largo del
acino. La mayor parte de estas sustancias producen necrosis lo cual
implica pérdida de la homeostasis, alteracion de la morfologia celular,
formacion de protuberancias en la membrana, rotura y por ualtimo

destruccién de organelos” G

Tipos de hepatotoxicidad

Hay dos tipos de hepatotoxicidad: Intrinseca e idiosincrasica.

La Hepatotoxicidad intrinseca, o dosis dependiente, es predecible y
reproducible y ocurre con una minoria de farmacos. Mientras algunas
de estas hepatotoxinas actian directamente sobre el hepatocito, otras
lo hacen a través de un compuesto toxico generado durante su
metabolismo cuyo ejemplo mas caracteristico es el acetaminofén.
Otros ejemplos de hepatotoxicidad intrinseca son los producidos por
el acido acetilsalicilico, y las alteraciones hepéaticas producidas por
productos industriales como el tetracloruro de carbono.

“‘Mientras que, La hepatotoxicidad idiosincrasica, ocurre de modo
impredecible, no se relaciona con la dosis y no es reproducible en
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animales de experimentacion. Esta Ultima a su vez se divide en

idiosincrasia metabdlica e inmunoalérgica”. %

2.2.1.6 Factores de riesgo y fisiopatologia.

La manera en la que diversos organulos del hepatocito se ven
afectados define el patron de la enfermedad: La interrupcion de la
homeostasis del calcio intracelular conduce a la disociacion de las
fiboras de actina en la superficie del hepatocito, lo que da como
resultado la aparicion de protuberancias en la membrana celular, con
Su posterior rupturay lisis celular.

La disociacion se puede producir al lado del canaliculo, la porcién
encargada de la excrecion de bilis, hay pérdida de los procesos
vellosos vy la interrupcion de las bombas de transporte de proteina
asociada a resistencia multidroga 3 (MRP3), impidiendo la excrecion
de bilirrubina y otros compuestos organicos. “Multiples reacciones
hepatocelulares implican el citocromo P-450, generando reacciones
que pueden conducir a la unién covalente del farmaco a la enzima,
creando asi nuevos complejos que no funcionan”.“®

Los complejos (enzima-droga) anteriormente mencionados migran a
la superficie de la célula en vesiculas para servir como inmundgenos
(objetivo para el ataque por las células T citoliticas), el resultado es
una respuesta inmune con participacion de células T y citoquinas. E.
La activacién de las vias de apoptosis por el factor de necrosis
tumoral o receptor Fas puede desencadenar la cascada de caspasas
intracelulares, que resulta en la muerte celular programada con la
pérdida de la cromatina nuclear. F. “Ciertos farmacos inhiben la
funcién mitocondrial, tanto la B-oxidacion como las enzimas que
participan en la cadena respiratoria. Los acidos grasos libres no
pueden ser metabolizados, y la falta de oxigeno conduce a la
acumulacion de lactato y especies reactivas del oxigeno (alteran el

ADN [4cido desoxirribonucleico] mitocondrial)”. “°

El factor de riesgo del dafio hepatico farmacoldgico va a depender de

factores tanto genéticos como adquiridos. Dichos factores actuarian
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presumiblemente mediante la induccién o inhibiciébn del citocromo
p450 (cyp), o mediante la interferencia con los sistemas enzimaticos
detoxificadores. Los factores de riesgo comunmente relacionados con
las reacciones adversas hepaticas son:

Factores genéticos: Estos factores “Determinan la actividad de las
vias metabdlicas, la efectividad de los factores protectores del
organismo Yy la regulacién de la respuesta inmune. La base genética
puede condicionar diferencias étnicas en cuanto a susceptibilidad
para determinados farmacos, asi como la afectacion de varios
miembros de una misma familia. La existencia de polimorfismos
genéticos de los CYP y enzimas hepaticas determina una variabilidad
individual en el metabolismo de los farmacos que puede conducir a la
aparicion de hepatotoxicidad”. “©

Edad: La afirmacién sobre el aumento de la incidencia de HTX con la
edad estda siendo cuestionada en los ultimos afos. “Esta
predisposicibn parece mas evidente para farmacos como la
isoniazida, el halotano o la nitrofurantoina y parece ser debido a un
conjunto de eventos como una capacidad metabdlica reducida,
cambios en el flujo sanguineo hepatico y en la respuesta inmune
tisular, la disminucién del aclaramiento renal y la polimedicacién a la
que estan expuestos. Sin embargo, la toxicidad hepética inducida por
aspirina (sindrome de Reye) y el acido valproico son mas frecuentes
en la edad infantil’®.

“Por otro lado, la edad no solo influye en la incidencia de reacciones
adversas sino también en el prondstico de las mismas, como ocurre
en el caso de la intoxicacion por paracetamol en la que la edad mayor
de 40 afios se ha identificado como factor de riesgo independiente
para el desarrollo de fallo hepatico fulminante y mortalidad”. ¢

Sexo: Clasicamente se ha atribuido un mayor riesgo de
hepatotoxicidad en el sexo femenino, “fundamentalmente en algunas
variedades como la hepatitis cronica o la toxicidad producida por
determinados farmacos como el halotano, la alfa-metildopa, la

tetraciclina, la nitrofurantoina y el diclofenaco. “En cambio, la
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hepatotoxicidad por azatioprina parece ser mas frecuente en el sexo
masculino”?,

“Sin embargo, una publicacién reciente no demuestra diferencias
significativas en la incidencia de hepatotoxicidad entre ambos sexos,
exceptuando un predominio del sexo masculino en edades avanzadas
y una mayor frecuencia del sexo femenino en pacientes con fallo
hepatico fulminante”. “®

Factores metabodlicos y hormonales: “Algunos factores metabdlicos
y hormonales como la obesidad, la desnutricion, la gestacion y el
hipertiroidismo incrementan el riesgo de toxicidad hepatica por

algunos farmacos”

. Ejemplo de lo expuesto es el aumento del riesgo
de HTX secundaria a halotano y metotrexato en pacientes obesos y/o
con otros factores relacionados con la patogenia de la esteatohepatitis
no alcohdlica. “En cambio, la malnutricion aumenta el riesgo de
intoxicacién por paracetamol en probable relacion con la deplecion de
glutation”. “®

Alcohol: ElI consumo de alcohol incrementa el potencial hepatotdxico
de medicamentos como el metrotexato, la isoniazida, el halotano, la
cocaina y el paracetamol, El mecanismo es complejo y podria
combinar la induccién de la isoforma CYP2E1, involucrada en el
metabolismo de estas sustancias, el agotamiento intracelular de
glutation (resultado de la inhibicion directa de su sintesis) y la
malnutricion que suele acompafar al alcoholismo crénico.

Farmacos: Las interacciones entre farmacos pueden predisponer a la
hepatotoxicidad, tanto por inducciéon de determinadas isoenzimas del
CYP, aumentando asi la tasa de produccion de metabolitos reactivos,
como por inhibicién del mismo. “Este hecho esta bien ilustrado por el
mayor potencial hepatotéxico de la asociacion de isoniazida con
rifampicina que el de isoniazida sola. A la inversa, la inhibicion
microsomal del metabolismo estrogénico puede precipitar la aparicion
de colestasis”. “©

Enfermedades asociadas: La presencia de determinadas
enfermedades asociadas puede aumentar el riesgo de HTX por

algunos medicamentos. Por ejemplo, los pacientes con infeccion por
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virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) son mas susceptibles al
efecto toxico del timetroprim-sulfametoxazol y las sulfonamidas. “De
igual modo, los pacientes con artritis reumatoide presentan un riesgo
mayor de toxicidad hepatica por acido acetilsalicilico y estan mas
predispuestos a la hepatotoxicidad con salazopirina que los
aquejados de enfermedad inflamatoria intestinal”®>.

En general, la presencia de enfermedad hepatica subyacente no
parece ser un factor de riesgo de HTX, excepto para determinadas
situaciones especificas como el metrotexato en la hepatopatia
alcohdlica, el tratamiento con antirretrovirales y antituberculosos en
pacientes VIH coinfectados con los virus de hepatitis B y/o C, la
administracion de rifampicina como tratamiento del prurito en la
cirrosis biliar primaria (resultados contradictorios en los ultimos
estudios realizados), “el ibuprofeno en los pacientes con hepatitis
cronica C o el mayor riesgo de desarrollar una enfermedad
venooclusiva hepatica secundaria al tratamiento mieloablativo en
estos mismos pacientes”®

Independientemente de las situaciones concretas descritas, el uso de
farmacos con potencial hepatotéxico y la posibilidad de un mayor
riesgo de HTX en pacientes con enfermedad hepética subyacente
sigue siendo un tema controvertido. “En cualquier caso, un episodio
de hepatotoxicidad serd de mayor gravedad en un paciente con
enfermedad hepéatica de base, fundamentalmente cuando existe una
disminucion de la reserva funcional hepatica”. “®

Dosis: Algunos farmacos producen hepatotoxicidad dependiendo de
la dosis administrada. En estos casos, cuanto mayor es la dosis
mayor es el riesgo de sufrir hepatotoxicidad. “El paracetamol es un
ejemplo conocido de hepatotoxicidad en dosis supraterapéuticas o en
pacientes susceptibles. En este tipo de farmacos el efecto
hepatotoxico es dosis dependiente y, por tanto, se puede plantear una

reduccion de la dosis del farmaco sin suspenderlo totalmente”. “®
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2.2.1.7 Drogas que afectan al higado

Este 6rgano es uno de los méas susceptibles a adquirir alguna
enfermedad por el consumo de farmacos u otro tipo de drogas y
alcohol, puesto que este se encarga metabolizar estas sustancias
para luego ser eliminadas, de esta manera, proteger al cuerpo
humano. Las enfermedades, mas usuales, que sufre el higado son; la
cirrosis, esteatosis hepatica, hepatitis, etc. Asimismo el cancer al
higado se encuentra en el puesto 6 de las causas de muerte por
cancer.

Durante el 2008 se identificaron 748 300 nuevos casos de céncer
hepatico y 695 900 muertes en todo el mundo. EI costo para el
tratamiento tiende a ser elevado, puesto que el medicamento es caro
y puede complicarse.

Conjuntamente, el uso de farmacos para el tratamiento de las
enfermedades hepaticas muchas veces no resulta ser el mas indicado
ocasionando hepatotoxidad inducida por farmacos evento que agrava
aun mas la condiciobn patoldégica. La medicina complementaria
alternativa (CAM) de la que se ha obtenido conocimiento empirico
sobre el uso de plantas en el tratamiento de infinidad de
enfermedades ha sido basica para el disefio de estudios fitoquimicos
cuyo principal objetivo es identificar las moléculas responsables de los
efectos terapéuticos descritos, asi como de los estudios bioldgicos en
los que se intenta explicar los mecanismos de acciéon a través de los
gue dichas moléculas funcionan.

Muchas personas en todo el mundo “prefieren utilizar plantas
medicinales en lugar de farmacos de patente porque sugieren que las
plantas, al ser productos que ofrece la naturaleza generaran menores
riesgos y complicaciones, aunado a esto tienen un menor costo. Sin
embargo, es importante hacer notar que no por el hecho de ser de
origen natural, su utilizacion no tendra consecuencias, por esta razon
es necesario Introduccion ~ 18 ~ realizar los estudios toxicolégicos
pertinentes para establecer dosis letal media y dosis terapéuticas,
esto permitira con mayor seguridad utilizar de forma adecuada las

plantas medicinales”.®®
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2.2.1.8 Biotransformacion de hepatotoxicos y produccién de
radicales libres
El higado es capaz de eliminar toxinas de origen endégeno o exdgeno
a través del sistema de Oxido-reduccion monooxigenasa de funcion
mixta dependiente del citocromo P- 450 (CYP450). Este sistema
consiste en una super familia que implica mas de 13 000 genes
encontrados en todos los reinos biologicos; catalizan un amplio
namero de reacciones de monooxigenacion: Hidroxilacion,
epoxidacion, desaminacion, sulfuracion, N-desmetilacion, O-
desalquilacion, S-oxidacion y deshalogenacion oxidativa.
Méas del 50% de las sustancias que ingresan al organismo son
biotransformadas por este sistema. El CYP450 es una hemoproteina
conformado por un grupo hemo y una cadena polipeptidica de 45 a 55
kD. El grupo hemo lo constituye una protoporfirina 1X con una atomo
de hierro localizado al centro del anillo protoporfirinico, el cual tiene
cuatro ligandos insertos a los grupos pirrolicos y dos ligandos
axiales.®?
El sistema enzimatico P-450 consiste en dos componentes proteicos:
la hemoproteina CYP450 y una flavoproteina NADPH citocromo P-
450 redcutasa. EI CYP450 es el lugar de union del sustrato y del
oxigeno molecular, la reductasa sirve como transportador electronico
enviando electrones desde NADPH hacia el complejo CYP450 al
sustrato, ya que el transporte de estos electrones es sumamente
importante para que lleve a cabo las actividades de
monnooxigenacion. En las células eucariotas el CYP450 se localiza
en el reticulo endoplasmico liso (microsomas) y en la mitocondria de
los hepatocitos con mayor concentracion en la region que rodea la
vena central, por esto es comun observar necrosis perivenosa
producto del contacto con los metabolitos reactivos resultantes de la
transformacion de xenobiéticos ©%
Generalmente los hepatocitos reaccionan frente al dafio por medio de
la expresion y activacion de sus mecanismos de defensa incluyendo
hipertrofia del reticulo endoplasmico, induccion de la expresion génica

de enzimas antioxidantes, aumento del glutation y sintesis de
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proteinas de fase aguda y choque térmico. Sin embargo, la exposicion
continua al estrés oxidativo promueve una serie de alteraciones
bioquimicas y morfoldgicas representadas por formacion de
protuberancias en la membrana celular que consecuentemente
pueden alterar la permeabilidad celular y el funcionamiento de la
bomba de calcio dependiente de ATP anclada a la membrana lo que
genera aumento del calcio citosélico®?.

El aumento del calcio intracelular activa diferentes enzimas como las
endonucleasas que degradan el DNA. La perturbacion de la
homeostasis involucra otros eventos como la disrupcion del cito
esqueleto, activacion de enzimas degradativas (fosfolipasa A2 y
proteasas) y la estimulacion de la poli-(ADP-ribosa) polimerasa. Estos
eventos son precedentes activadores de las rutas metabdlicas que
culminan en muerte celular por apoptosis o necrosis. Cuando la lesion
afecta el mantenimiento de los programas celulares, la célula opta por
la via apoptotica. La necrosis inicia a nivel citosélico e implica
hinchamiento y pérdida de la integridad de la membrana celular,
mitocondrial y nuclear con la concomitante dilatacién del reticulo
endoplasmico. La apoptosis determina la condensacion citoplasmatica
y nuclear con fragmentacion sin ruptura de la membrana celular. La
apoptosis inducida por farmacos es irregular mientras que la necrosis

es zonal®¥

Diagnodstico de la hepatoxicidad

Hay varios sintomas inespecificos como anorexia, nausea, fatiga y
franca ictericia, en el contexto de uso de medicacion o suplementos
dietéticos, que puede ayudar a la sospecha de hepatotoxicidad por
farmacos. Para el diagnéstico se deben descartar otras causas de
dafio hepatico incluyendo los diferentes tipos de hepatitis, problemas
hemodinamicos o desordenes del arbol biliar.

Se deben hacer estudios serologicos para los 4 tipos de hepatitis
virales, estudios de imagen para determinar si no existe obstruccion o
infeccion del arbol biliar, también si se tiene historia de consumo de

alcohol y un AST mas del doble que ALT se debe pensar en una
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hepatitis alcohdlica. También se piensa en dafio hepético autoinmune
si hay anticuerpos antinucleares o anti musculo liso e
hiperglobulinemia: %

Situaciones hemodinamicas como shock o fallo cardiaco podrian
presentar dafio hepético. Se deben descartar desordenes genéticos y
metabolicos (hemocromatosis, deficiencia de a1l-antitripsina,
enfermedad de Wilson). Si no hay una causa aparente podria tratarse
de hepatotoxicidad farmacolégica pero se necesita informacion de la
historia y examenes en suero que den evidencia quimica adicional.
Hay métodos que le dan punteo a factores claves y la suma da un
diagnéstico de hepatotoxicidad con varios niveles de evidencia. La
presentacion clinica es como lesion hepatocelular aguda (malestar,
dolor abdominal e ictericia), ALT elevado y fosfatasa alcalina normal.
La aparicion de estos sintomas en menos de 26 semanas después de
la enfermedad en un paciente sin cirrosis es el distintivo para fallo
hepatico agudo.

Prevencion: El proceso de desarrollo del medicamento es la primera
oportunidad para prevenir la hepatotoxicidad provocada por
medicamentos. Los estudios con animales son Utiles para confirmar
las causas predecibles de hepatotoxicidad sin embargo los mas
importantes son los realizados en humanos ya que se puede detectar
la incidencia de casos impredecibles o poco comunes. Los estudios
de fase 1 permiten identificar por primera vez hepatotoxicidad
relacionada al medicamento en los humanos, estan limitados a un
namero pequefio de participantes expuestos a dosis bajas del
medicamento. Durante la prueba de eficacia del medicamento se
incluyen mas participantes por lo que hay una mayor posibilidad de
encontrar nuevos casos de hepatotoxicidad.

La vigilancia post-marketing: Cuando ya fue aprobada la droga, es
la fase mas importante por lo que se debe reportar a la FDA (US Food
and Drug Administration) o la respectiva autoridad reguladora del pais
de origen del medicamento, cualquier caso de sospecha de
hepatotoxicidad relacionada la dosis del medicamento, aun cuando no
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sea un medicamento aprobado por ellos (plantas medicinales o
medicina alternativa).

En la préactica clinica se deben realizar pruebas hepaticas (niveles de
enzimas hepaticas que revelen casos de hepatotoxicidad
impredecibles o poco comunes) y lo mas importante es que el
paciente pueda reconocer sintomas relacionados a hepatotoxicidad
(nausea, anorexia, malestar general, fatiga, molestias en el area
abdominal superior, prurito e ictericia). “Se debe tomar en cuenta
antecedentes de ingesta de medicamentos medicinales o alternativos,
y la aparicién de ictericia después de un dafio hepatocelular”.®®

Es adecuado la obtencion de imagenes del arbol biliar, a través de la
ecografia, tomografia computarizada o resonancia magnética para el
estudio cuando se sospecha alguna anormalidad del tracto biliar. El
uso de la colangiopancreatografia retrograda endoscoépica permite
acoplar al procedimiento diagndstico intervenciones terapéuticas para
aliviar la obstruccion. Una enfermedad autoinmune se debe
sospechar si se produce dafio hepatico en la presencia de
anticuerpos anti-nucleares o anti-musculo liso, o de niveles elevados
de globulina. El antecedente de alteraciones hemodinamicas, como el
shock cardiovascular o insuficiencia cardiaca, puede causar dafio
hepético. En esta situacion, una historia de hipotensién o sincope es
comun y también debe hacer sospechar una causa isquémica o
hemodinamica de la hepatopatia. “Sin embargo en ocasiones la
toxicidad puede ocurrir por una suma de mecanismos como en el
caso de la cocaina, donde la injuria por hipertermia e isquemia se
suma a la toxicidad directa mediada por radicales provenientes de la
norcocaina derivada de su metabolizacion por la CYP3A4, la cual
puede ser inducida por algunos anticonvulsivantes y la nevirapina con
el consiguiente aumento de la toxicidad de la cocaina”. “°

“La aparicion de sintomas inespecificos que van desde la anorexia,
nauseas, fatiga o de sintomas evidentes como la ictericia con el
antecedente de la utilizacion de medicamentos de venta libre o
suplementos dietéticos deberia plantear la sospecha de

hepatotoxicidad relacionada con drogas. Cuando otras causas de
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hepatotoxicidad se han excluido finalmente se debe sospechar como
posible agente causante a los farmacos que haya recibido el paciente
en los Ultimos meses”.“?

Es importante establecer una relacion temporal entre la exposicion a
la droga y la aparicion de dafio. En el caso que la hepatotoxicidad se
deba a un farmaco, la dificultad en definir la causalidad e identificar al
agente responsable puede ser mayor cuando se estan administrando
muchos medicamentos, como es comun en el caso de pacientes en
tratamiento anti-neoplasica o con antirretrovirales.

El enfoque tradicional ha sido la de retirar selectivamente las drogas
sobre la base de suposiciones, en funcion de experiencias pasadas
sobre el perfil de toxicidad 28 de las mismas. “Pero este manejo no
siempre es facil, sobre todo cuando un nuevo medicamento entra en
el mercado. Asi, diversos instrumentos han sido creados para ayudar
con el andlisis de causalidad”. “°

En cuanto al manejo, es sabido que en la mayoria de los casos, no
existe un tratamiento eficaz que no sea la suspension de la droga y
las medidas de soporte general. “Las uUnicas excepciones son la
inmediata utilizacion de N-acetilcisteina en la intoxicacion con
paracetamol y la administracion de carnitina intravenosa para la injuria
mitocondrial hepatica inducida por &cido valproico aln con niveles
dentro del rango terapéutico, en pacientes con alteraciones del nivel

de conciencia”.“?

2.4 FORMULACION DE HIPOTESIS

2.4.1 Hipotesis general
El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea presenta
componentes quimicos que reducen la Hepatotoxicidad inducida por

paracetamol en ratas Hotzman macho.

2.4.2 Hipotesis especificas
1. EIl extracto hidroalcoholico de las flores de overo Cordia lutea tiene

componentes que pueden reducir la toxicidad hepatica.
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2.5

2. El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea reduce
las alteraciones de los parametros fisicos producidas en la Toxicidad
Hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman macho.

3. El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo Cordia lutea reduce
las alteraciones de los parametros bioquimicos producidas en la
Toxicidad Hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman

macho.
Se definieron y delimitaron las variables a fin de medir el efecto del extracto
acuoso de las flores de overo Cordia lutea en la toxicidad hepatica inducida

por paracetamol de acuerdo a los siguientes criterios.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

Variables Dimensiones Indicadores Escala

Vi Estudio Identificacion Presencia

Componentes del | Fitoquimico de metabolitos | Ausencia

Extracto secundarios

hidroalcohdlico Peso

de las flores de Color

Overo (Cordia Macroscopia:

lutea) Andlisis a) nucleos

histopatoldgico picnoticos y
del higado vacuolizacion

VD perinuclear de

Efecto de la Microscopia: hepatocitos

Reduccion de la Niveles de

Toxicidad Andlisis enzimas b) congestiéon

Hepatica en ratas | bioquimico del hepaticas vascular en

Holtzman macho | dafio hepatico sinusoides y
dilatacion sinusoidal
(TGO y TGP),
Fosfatasa alcalina
proteinas totales
bilirrubina directa
bilirrubina indirecta
bilirrubina total
albumina
globulinas
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2.6

2.5.1 Variables de estudio

V.1

Componentes del Extracto hidroalcohdlico de las flores de overo

Cordia lutea.

V.D: Efecto de la reduccién de la Toxicidad Hepética en ratas Holtzman

macho.

DEFINICION DE TERMINOS BASICO

Toxicidad. Es la capacidad de alguna sustancia quimica de producir

efectos perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él.

Biopsia hepatica. Una biopsia del higado es un examen en donde se

toma una muestra de tejido de este 6rgano para su analisis.

Cirrosis: Es una enfermedad crénica, progresiva e irreversible que
afecta al higado y que consiste en la muerte progresiva del tejido
hepéatico normal, que es sustituido por un tejido fibroso o cicatricial

incapaz de ejercer las funciones del higado.

Esteatosis: Es la acumulacién anormal de grasa, mayoritariamente en
forma de triglicéridos, en el citoplasma de células parenquimatosas

como por ejemplo hepatocitos.

Esteatosis hepéatica: Es la acumulacion de vacuolas de grasa en el
citoplasma de los hepatocitos y se caracteriza por presentar unas
lesiones hepaticas similares a las producidas por el alcohol en sujetos

gue no consumen cantidades téxicas de éste.

Fibrosis: La fibrosis es el evento que antecede a la cirrosis hepética.
Los detonantes mas frecuentes de este padecimiento son los virus de la
hepatitis tipo B y C, abuso de alcohol, farmacos, ciertas drogas y la

enfermedad biliar cronica, entre otros.
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Hepatocitos: Son las células que desempefian las funciones
metabdlicas caracteristicas del higado. La organizacién celular de los

hepatocitos define tres regiones diferenciadas en su membrana.

Téxico: Cualquier sustancia, artificial o natural, que posea toxicidad (es
decir, cualquier sustancia que produzca un efecto dafiino sobre los seres
vivos al entrar en contacto con ellos). El estudio de los téxicos se conoce

como toxicologia.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

3.1 TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

3.1.1 Tipo de lainvestigacion

Ademas de manipular la variable independiente y de medir su efecto sobre la
variable dependiente, una situacion experimental lleva a que el tipo de
investigacion realizada sea de caracter experimental. Del mismo modo
debido al escaso precedente de referencia en investigacion, sobre los
efectos in vivo del extracto hidroalcohdlico de las flores de Overo sobre la
hepatotoxicidad el presente estudio se realizé en condicion de Investigaciéon

exploratoria.

Por lo tanto, la investigacion es de tipo analitico, experimental,

observacional, exploratorio y descriptivo.

3.1.2 Nivel de lainvestigacion

La presente investigacion segun su propésito es una Investigacion Aplicada,
ya que se busca dar solucion y explicacion a un problema comuin como es la
toxicidad hepatica.

Segun su enfoque la presente investigacibn es una Investigacion
Cuantitativa ya que se busca dar respuestas objetivas y puntuales del objeto
de estudio.

Investigacion Transversal; ya que la investigacion se propuso evaluar una

Unica vez a cada unidad muestral, es decir se medira el peso, apariencia del
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3.2

3.3

higado y perfil hepético de la rata por Unica vez una vez finalizada la

induccion a hepatotoxicidad.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion responde a un disefio experimental, en la cual se
manipula las variables deliberadamente, es decir se trata de estudio donde
se hace variar en forma intencional las variables para ver su efecto sobre
otra variable. En un disefio experimental se manipulan deliberadamente una
0 mas variables, vinculadas a las causas, para medir el efecto que tienen en
otra variable de interés y las pruebas controladas para entender los procesos

causales.

POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

3.3.1 Poblacion

La poblacion de estudio esta constituida por 28 ratas Holtzman machos del
criadero del Instituto Nacional de Salud 4 grupos (n=7) distribuidas
aleatoriamente cada uno con peso promedio de 280 + 300gr, sujeto a los

resultados farmacélogo

3.3.2 Muestra
De las 24 ratas de la poblacion, solo se eligié 24 ratas Holtzman machos del
criadero del Instituto Nacional de Salud 4 grupos (n=6) distribuidas

aleatoriamente cada uno con peso promedio de 280 + 300gr.

Criterios de Inclusion
e Ratas con peso promedio (280 + 300gr)
e Ratas procedentes de un bioterio

e Ratas entre 6 y 8 meses

Criterios de Exclusion
e Ratas prefiadas

¢ Ratas con bajo peso
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e Ratas infectadas

e Ratas con mal formaciones
3.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
3.4.1 Técnica

Método de maceracion hidroalcohdlica

Cuando la maceracion se realiza en alcohol o en vinagre, vino y otras
bebidas alcohdlicas (extracto hidroalcohdlico). En este caso el proceso
puede alargarse desde varias semanas a varios meses. A veces hace falta
afios para conseguir una maceracion completa. “Este tipo de preparaciones
estan totalmente contraindicadas en personas con alcoholismo. Una vez
macerado el producto, se debe colar y guardarse en un recipiente opaco de
cristal (no se debe conservar nunca el alcohol en botellas de plastico).
Existen unos recipientes especiales de cristal para realizar y guardar estas
preparaciones en herboristerias y tiendas especializadas. Son maceraciones
algunas preparaciones medicinales como las tinturas o el vinagre de los

cuatro ladrones”. ®

Marcha fitoquimica

Es una técnica utilizada en farmaconogsia que ayuda a determinar que
metabolitos estan presentes en los extractos de las plantas, utilizando en el
procedimiento varios reactivos, cuyas reacciones como presipitados,
cambios de color etc., indican la presencia de flavonoides, taninos,

compuestos fendlicos, alcaloides etc. “”

Cromatografia de capa fina
La cromatografia en capa fina es una técnica analitica rapida y sencilla, muy
utilizada en un laboratorio de Quimica Organica. Entre otras cosas permite:

- Determinar el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar

asi, por ejemplo, la efectividad de una etapa de purificacion.
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- Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser
idénticas. Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la misma
sustancia.

- Realizar el seguimiento de una reaccion.

“Es posible estudiar como desaparecen los reactivos y como aparecen los
productos finales o, lo que es lo mismo, saber cuando la reaccion ha
acabado. La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una
lamina de plastico o aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina
capa de adsorbente (fase estacionaria). Entonces, la ldmina se coloca en
una cubeta cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados
(eluyente o fase mavil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por
capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los
productos presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente”.“®)

La cromatografia en capa fina se utiliza para observar el comportamiento de
la separacidon colorimétrica en tintas, para separar y cuantificar compuestos
de una muestra preparada previamente, si bien no se han publicado estudios
que valide su estandarizacion para la determinacion del tiempo de la corrida
cromatografica, niumero de confetis extraidos y la cantidad de sustancia
extraida de la disolucion confetis-piridina para su analisis en la

cromatoplaca, entre otros' 48

Evaluacion histopatoldgica (Evaluacion de tejido del higado de la rata)

Se realiz6 con el objetivo de analizar la severidad del dafio tisular, y
cuantificar el namero de células infectadas e infiltrado inflamatorio. Se
utilizaron muestras de tejido hepéatico de las ratas. Finalmente, utilizando un
aumento de 400x en el microscopio, se determind la magnitud y
caracteristicas del dafio tisular, el niumero de células inflamatorias y la

eventual presencia de tejido fibroso, en 50 campos elegidos al azar “°

Andlisis bioquimico
Los analisis de la funcién hepéatica son un grupo de pruebas que se utilizan
para evaluar lesiones, infecciones e inflamacion del higado. El higado

cumple funciones importantes: almacena la energia proveniente de los
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alimentos, produce proteinas y ayuda a eliminar toxinas. El higado también
fabrica la bilis, un liquido que ayuda a hacer la digestién ©%

Los analisis de la funcion hepética evaltan lo siguiente:

La alanina aminotransferasa (ALT). Esta enzima, presente en el higado,
cumple una funcion en el metabolismo (el proceso que convierte los
alimentos en energia). Si el higado se lesiona, se libera ALT en el torrente
sanguineo. Los niveles de ALT son particularmente elevados cuando existe
una hepatitis aguda. ©°

« Fosfatasa alcalina (ALP). Esta enzima se encuentra en el higado, los
huesos, los intestinos, los rifiones y otros 6rganos. Tanto los nifios
como los adolescentes tienen niveles de ALP mas elevados que los
adultos, aun cuando estan sanos, a causa del crecimiento 6seo. Pero
los niveles de ALP también pueden aumentar como consecuencia de
infecciones virales, enfermedades hepaticas y el bloqueo de los
conductos biliares.(50)

Aspartato aminotransferasa (AST). Esta enzima, que desempefia un papel
en el procesamiento de proteinas, esta presente en el higado, el corazon, los
musculos y los rifiones. Cuando el higado se lesiona o inflama, los niveles
de AST en la sangre suelen ser elevados. *

« Bilirrubina total y bilirrubina directa. “La bilirrubina es un derivado de la
degradacion de los glébulos rojos. Por lo general, pasa a través del
higado y es eliminada del organismo. Pero si esto no ocurre, a causa
de una enfermedad hepética, los niveles de bilirrubina en la sangre
suelen aumentar y la piel se torna amarillenta (ictericia). Los analisis de
bilirrubina pueden ser total (miden el nivel de toda la bilirrubina en
sangre) o directa (miden solamente la bilirrubina que ha sido procesada
por el higado y como resultado se ha unido a otras sustancias
quimicas)”.®

« Albumina y proteina total. “La proteina es necesaria para formar y
mantener los musculos, los huesos, la sangre y el tejido de los
organos. A veces, cuando hay un problema con el higado, éste no
puede producir proteinas y, por lo tanto, los niveles de proteinas
disminuyen. Los andlisis de las funciones hepaticas miden

especificamente la albamina (la proteina mas importante de la sangre
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producida por el higado) y la cantidad total de todo tipo de proteinas en

la sangre”.®?

3.4.2 Instrumentos

Espectrofotbmetro UV- visible Hewlett Packard

Equipo de Cromatografia en capa fina

Lampara de luz ultravioleta 265

Balanzas analiticas sensibles

Balanza electrénica
Estufa

3.5 MATERIALES Y REACTIVOS

Tabla N° 2. Materiales y Reactivos usados en el proceso experimental

Materiales

Reactivos

Frascos ambar
Baguetas de vidrio
Mortero

Molino de cuchillas
Embudos de vidrio,
Pipetas de vidrio
Beckers

Fiolas

Matraces

Papel filtro whatman N° 40
Sonda orogastrica
Jeringas de insulina
Jeringas de 5 ml
Aguja N°27

Agua destilada
Reactivo Molish
Reactivo Fehling
Reactivo Mayer
Reactivo Berthrand
Reactivo Dragendorff
Reactivo Ninhidrina
Reactivo Fecl3
Reactivo Shinoda
Suero fisiologico
Cloroformo

Butanol

Metanol

Etanol

Hematoxilina-eosina
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3.6

Recoleccioén e identificacion de la planta

La planta fue recolectada en los campos del distrito de Cajaruro, provincia de
Utcubamba, departamento de Amazonas, fue Identificada y certificada en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
donde fue clasificada como flores de overo Cordia lutea, se limpio, deseco y

molié las flores.

Criterios de inclusion de las flores
e Flores en buen estado frescas

e Flores procedentes de un vivero

Criterios de exclusion
e Flores en mal estado
e Flores caidas antes de cosecha

¢ Flores picadas por insectos.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Preparacién del extracto hidroalcoholico

Se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de flores de overo Cordia lutea al 16%
mediante el método de maceracion segun la Fundacion para el Desarrollo
Socioecondmico y Restauracion Ambiental (FUNDESYRAM), Para ello
primero se dejaron secar las hojas durante dos dias en una estufa con aire
circulante, a 38°C de temperatura. Luego, se pesaron 100 gramos de flores
secas en una balanza electrénica, la cual fue calibrada en 00.00 luego de
pesar un pedazo de papel aluminio, en el cual fueron colocadas las flores.
Posteriormente, éstas fueron molidas en un molino de cuchilla hasta obtener
un polvo fino. El cual se diluyéo en 1 Ltr. de alcohol de 96°C y se dejo
macerar por 7 dias. Luego se filtr6 y se colocé a la estufa alrededor de 40°C
hasta eliminacion del solvente y obtencion de peso constante, obteniéndose
el extracto seco a una concentracion de 16g/ml y se almacené debidamente

en un envase de vidrio color &mbar.
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Marcha de solubilidad: Se usé 1mL de solventes de polaridad creciente y 3

mg de extracto de flores de overo, para medir la solubilidad.

Figura N° 3. Identificacion de metabolitos secundarios mediante
marcha fitoquimica

Identificacién de metabolitos secundarios mediante marcha fitoquimica
Se utiliz6 5 mg del extracto acuoso de flores de overo y gotas de los
reactivos cromogénicos para la identificacion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto, con reacciones de caracterizacion quimica de

coloracion y precipitacion.

a) Determinacion de flavonoides

En un tubo de ensayo se colocdé 1mL de las muestras con R. Shinoda. Con
1 limadura de magnesio pequefia, con un gotero se afiadié 3 gotas de HCI
concentrado. Se observé un intenso burbujeo por la reaccion de las
limaduras y la solucion fue adquiriendo una débil coloracién naranja al
principio; conforme fue reaccionando mas, la coloraciébn naranja se fue
intensificando, hasta que después de 10 minutos la solucion tuvo un color

anaranjado intenso.
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b) Determinacion de quinonas

En un tubo de ensayo se introdujeron 5 ml de cada muestra, se afadio
0,2mL de etanol y 0,4mL de NaOH al 5%. Se evidencio una ligera coloracién
que va del amarillo pasando por el rojo al violeta, por lo que se concluye que

hay presencia de quinonas en ambas concentraciones del extracto.

c) Determinacion de alcaloides

Se disolvi6 8g de Bi (NO3)3.5H20 en 20 mL de HNO3 (Reactivo de
Dragendorff) se mezclé con 50 mL de muestras conteniendo 27,2 g de KI, se
dej6 reposar la solucién, se decanto6 el sobrenadante y diluyo a un volumen
de 100 mL. Al agregar unas cuantas gotas de este reactivo a una solucion
acida de la muestra se observd la aparicidon de un precipitado que va del
naranja al rojo.

También se realiz6 la prueba con el reactivo de Mayer el cual contiene
HgCI2 en agua destilada + KI.

e) Determinacién de aminoacidos: Se colocO en un tubo de ensayo 10
gotas de ambos extractos con 2 gotas del reactivo de ninhidrina. La

coloracién violacea se consideré negativa.

f) Determinacién de compuestos fendlicos: Se colocé en un tubo de
ensayo 10 gotas de los extractos con 2 gotas de Fe CI3 (tricloruro de hierro).
La presencia del precipitado rojo oscuro o marrén se considerd positivo.

Después de la identificacion de metabolitos secundarios, realizd la
cromatografia en capa fina y para el aislamiento se utiliz6 como fase fija
silicagel F La estructura quimica fue elucidada utilizando el equipo

correspondiente se leyé a una longitud de onda de 765 nym en el

Espectrofotometro UV-visible, los valores totales fueron expresados como

mg/Equivalentes.
g) Determinacion de taninos: Se colocé en un tubo de ensayo 10 gotas de

los extractos con 2 gotas de Gelatina. La presencia del precipitado blanco se

considero positiva.
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3.7

h) Determinacién de glicosidos: Se coloc6 en un tubo de ensayo 10 gotas
de los extractos con 2 gotas Reactivo de Baljet. La presencia de coloracién

naranja se considero positivo
TECNICAS CROMATOGRAFICAS
Cromatografia en capa fina

-Se preparo laminas de silica gel de 5x20 cm y se activaron para luego

realizar la siembra de la muestra con capilares.

Figura N° 4. Investigadora en plena ejecucion de la siembra con
capilares. TLC

-Se prepar6 el sistema de solventes cloroflormo: metanol 3:1 y se agrego a

la cubeta de cromatografia, luego se colocé la cromatoplaca sembrada para
su desarrollo por el sistema de solventes escogido.
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Figura N° 5. Cubeta de cromatografia con las placas de silica gel

Se dejo correr la cromatoplaca hasta su término durante 2 horas, se revelo a

la lampara de luz UV- Vis.

Figura N° 6. Investigadora observacion de las [aminas de silica gel en la

ld&mpara de luz UV Vis
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-Se observd que la lamina tenia aproximadamente 21 manchas que
corresponderian a 21 componentes quimicos detectados por cromatografia
en capa fina, las manchas correspondientes se desorbieron con etanol y se
guardaron en viales para posteriormente ser leidos en el espectrofotbmetro
UV- Vis con la ayuda de un experto en espectrofotometria, como es el Dr.
Pablo Bonilla.

'
g &

Figura N° 7. Ld&mina que contiene mas de 21 componentes quimicos

detectados por cromatografia en capa fina
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A
S— |
Figura N° 8. Muestras guardadas en viales

Efecto de la toxicidad hepatica:

Induccidon de la toxicidad Hepatica en ratas Holtzman macho usando
paracetamol

El Paracetamol (15 tabletas de 500mg) se obtuvo en la farmacia Mifarma del
laboratorio Farmindustria. Se diluyé cada capsula de paracetamol,
previamente molido, en suero fisioldégico hasta alcanzar una concentracion
de 200 mg/ml.

Las 24 ratas Holtzman machos obtenidas del criadero del Instituto Nacional
de Salud se dividieron en 4 grupos (n=6) distribuidas aleatoriamente cada
uno con peso promedio de 280 = 300gr de peso a las cuales se les
administro el medicamento diluido mediante copulacion orogastrica durante
5 dias.

Durante el proceso de induccion estas fueron habituadas en cajas de
polipropileno y alimentadas con alimento comercial y agua ad libitum con
ciclos de 12 h de luz y control de temperatura durante el tiempo establecido.

Los animales tuvieron un periodo de aclimatizacién de 7 dias antes de
iniciado el experimento, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, en un ambiente estandar con temperatura constante (22+-2°C)
y 55 +-5% de humedad. Los rangos de temperatura fueron mantenidos

mediante la utilizacion de un calefactor. La temperatura y humedad fueron
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controladas mediante un higrotermémetro electronico. Se alimentaron a las
ratas con agua ad libitum y 20 gramos de ratina al dia (dieta normocaldrica y
normoproteica) Posteriormente los animales fueron divididos en 4 grupos
homogéneos y equitativos de manera aleatoria. Antes del inicio del
experimento, las ratas fueron pesadas y tratadas diariamente por 5 dias
utilizando el siguiente protocolo:

Grupo R1: este grupo estuvo constituido por 6 ratas y se le administré una

dosis orogastrica diaria de suero fisiologico (1ml/kg).

Grupo R2: este grupo estuvo constituido por 6 ratas que recibieron 1 dosis
orogastrica diaria de paracetamol (200 mg/kg) y una hora después suero

fisioldgico

Grupo R3: este grupo estuvo constituido por 6 ratas que recibieron 1 dosis
diaria de paracetamol (200 mg/kg) por canulacion gastrica y 1 hora después

extracto acuoso de Flores de Overo (250 mg/kg) por canulacion gastrica.
Grupo R4: este grupo estuvo constituido por 6 ratas que recibieron 1 dosis
diaria de paracetamol (200 mg/kg) por canulacion géastrica y 1 hora después

extracto acuoso de Flores de Overo (500 mg/kg) por canulacion orogastrica.

Tabla N° 3. Esquema de protocolo de induccidon de toxicidad hepatica

Grupo R1 Grupo R2 Grupo R3 Grupo R4
Solucién Salina Solucion EAFO EAFO
Salina 250 mg/kg 500 mg/kg
Después de 1 HORA
P(200mg/kg)  P(200mg/kg) P(200mg/kQ)

Después de una hora: Realimentacion
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Anélisis bioquimico
Con la colaboracién y supervision de un personal experto en obtencién
muestra sanguinea de ratas, perteneciente al Departamento de Bioquimica
de la UNMSM, se obtuvieron las muestras necesarias al final del
experimento para el analisis de enzimas hepaticas:

e TGO (Transaminasa glutamico oxalacética)

e TGP (Transaminasa glutdmico puravica)

¢ Fosfatasa alcalina

¢ Proteinas totales

e Bilirrubina directa

e Bilirrubina indirecta

e Bilirrubina total

e Albumina

e Globulinas

Se utilizé el método de puncion cardiaca, para lo que se introdujo la cabeza
del animal en un frasco que contenia un pedazo de algodén embebido en
éter con el fin de anestesiarlo por unos segundos. Luego se procedié a
punzar en la region precordial con aguja N°27 y jeringa de 5 cc, se aspir0
hasta obtener un minimo de 4mL de sangre, el cual fue colocado en un tubo
seco sin heparina y fueron llevados al laboratorio de analisis clinico de la
UNMSM para ser analizada.

El tratamiento de los animales se realizd0 de acuerdo a los términos de la
NOM-062-Z00-1999. Especificacion para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio. EI manejo de los desechos biologicos fue
realizado de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion

y especificaciones de manejo.
Andlisis histopatolégico

Para el analisis del higado todos los animales fueron sacrificados a las 24 h

por degollamiento después del tratamiento con el extracto acuoso. Se
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obtuvieron los higados intactos. Los higados fueron lavados con suero
fisiologicos y se valoraron los parametros macroscopicos como lo sigue:
1. Peso: se colocaron los higados en una balanza electronica
previamente calibrada.
2. Color: se observé y anoté el color de los higados (claro, oscuro,

marron)

Posteriormente cada higado fue cortado y se obtuvieron 4 pedazos
representativos y pertenecientes al mismo Iébulo de cada uno, los cuales
fueron separados en casetes individuales y embebidos en formol neutro por
48 horas. Finalmente fueron procesados, cortados y embebidos en parafina
para su estudio histopatolégico y se colorearon con Hematoxilina-eosina
(HE). Se obtuvo 1 lamina representativa de cada muestra de tejido hepético
y se observaron un promedio de 10 campos a 400X de cada lamina. Dicho
proceso fue realizado con ayuda de un personal calificado en corte y tincion
de laminas histolégicas del Instituto de Patologia de la UNMSM.

El analisis histopatolégico fue realizado con ayuda y supervision de un
médico Anatomo Patélogo del Departamento de Patologia de la UNMSM. Y
se valoraron los siguientes parametros, segun la escala propuesto por

Dalaklioglu.*’

Tabla N° 4. Parametros segun la escala propuesto por Dalaklioglu

Escala de Valoracién
histopatoldgica de dafio Puntaje

hepatico

Nucleos  picnoticos  y | O (conservacion de nucleos)
vacuolizacion perinucleolar | 1 nacleos hipercrémicos

2 zona vaculado en proceso de intoxicacion

Congestion vascular | 1 conductivos hemorragicos
sinusoidal 'y dilatacion | 2 venas centro lobuliar congestionada

sinusoidal
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

4.1.1 Resultados de la marcha de solubilidad

Tabla N° 5. Solventes

REACTIVO RESULTADO

Cloroformo +

Butanol -

Metanol +

Etanol ++

Agua +++
Leyenda:

Abundante (+++)
Bastante (++)
Poco (+)
Ausencia (-)



4.1.2 Resultado de la marcha fitoquimica

Tabla N° 6. Metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohélico
flores de Overo

ENSAYO REACTIVO RESULTADO
Aminoacidos Ninhidrina -
Compuestos fenolicos Fecl3 +++
Flavonoides Shinoda ++
Alcaloides Dragendorff ++
Alcaloides Mayer +
Taninos Gelatina +
Quinonas NaOH ++
Glicosidos Acido ++

sulfurico+Molish

Leyenda:
Abundante (+++)
Bastante (++)
Poco (+)
Ausencia (-)

4.1.3 Resultados de la elucidacion estructural de flavonas mediante
espectroscopia UV-Vis
e MI1:

Barrido

Nombre Andlisis:
1.180 | i Flavn

4:25pm 170

e
I B R

1 i
Q. 0561ﬁ T T T T T T
200.0 L. de onda
t ID: 6
Linea Base medida 170ct1?
" Medir | Fabalar | Pd}}ar Hedir
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Figura N° 9. Resultados de la elucidacién estructural de flavonas
mediante espectroscopia UV-Vis — M1
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Figura N° 10. Resultados de la elucidacion estructural de flavonas
mediante espectroscopia UV-Vis — M2

Figura N° 11. Resultados de la elucidacion estructural de flavonas
mediante espectroscopia UV-Vis — M3
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4.1.4 Resultados de los parametros bioquimicos

Tabla N° 7. Concentracion enziméatica de ratas Holtzman macho

después del tratamiento

Grupo R1

Enzimas hepéticas

Valor de concentracion
enzimética después del

tratamiento

mg/dl - U/L
TGO (Transaminasa glutamico oxalacética) 182.20 U/L
TGP (Transaminasa glutamico puravica) 75.86 U/L
Fosfatasa alcalina 411.00 U/L
Bilirrubina total 0.18 mg/d/L
Bilirrubina directa 0.09 mg/d/L
Bilirrubina indirecta 0.09 mg/d/L
Proteinas totales 6.90 mg/d/L
Albumina 3.41 mg/d/L
Globulinas 3.49 mg/d/L

La Tabla 7 muestra la lectura de las observaciones de Perfil hepatico, en los

niveles séricos de TGO, TGP y Fosfatasa Alcalina y demas enzimas en el

grupo de R1: Solucion Salina Fisiologica (SSF).
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Tabla N° 8. Concentracion enzimatica de ratas Holtzman macho

después del tratamiento

Grupo R2
Valor de concentracion enzimatica
Enzimas hepéticas después del tratamiento
Mg/DlI

TGO (Transaminasa glutdmico

. 214.30 U/L
oxalacética)
TGP (Transaminasa glutdmico puruvica) 130.60 U/L
Fosfatasa alcalina 518.30 U/L
Bilirrubina total 0.35 mg/d/L
Bilirrubina directa 0.13 mg/d/L
Bilirrubina indirecta 0.22 mg/d/L
Proteinas totales 8.09 mg/d/L
Albumina 4.03 mg/d/L
Globulinas 4.06 mg/d/L

La Tabla 8 refleja los valores medios de los parametros bioquimicos en

suero sanguineo de ratas, en el grupo control Paracetamol y Solucion Salina

Fisiologica donde se visualiza un aumento significativo en las enzimas TGO,

TGP, fosfatasa alcalina y bilirrubinas. Asi mismo se observa la disminucién

de los niveles de proteinas, albumina y globulinas debido al dafio hepatico

causado por el paracetamol.
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Tabla N° 9. Concentracion enzimatica de ratas Holtzman macho
después del tratamiento

Grupo R3
Valor de concentracién
_ _ enzimatica después del
Enzimas hepéticas _
tratamiento
Mg/DlI
TGO (Transaminasa glutamico oxalacética) 189.40 U/L
TGP (Transaminasa glutamico puruvica) 129.30 U/L
Fosfatasa alcalina 503.90 U/L
Bilirrubina total 0.36 mg/d/L
Bilirrubina directa 0.19 mg/d/L
Bilirrubina indirecta 0.17 mg/d/L
Proteinas totales 9.33 mg/d/L
Albumina 4.85 mg/d/L
Globulinas 4.48 mg/d/L

En la Tabla 9 se detallan los valores de concentracion enzimatica y proteica
en los diferentes parametros después del tratamiento con paracetamol y el
extracto Acuoso de 250 mg de concentracion después de los 5 dias de
tratamiento, se puede observar la variacién que presentaron las tres enzimas
hepaticas con respecto a la toma basal y posterior al tratamiento. Las
comparaciones realizadas fueron hechas en base a la diferencia encontrada
entre el valor final y el valor inicial de cada enzima, esto debido a que a
pesar que los animales de experimentacion fueron aclimatados los valores
basales de las enzimas presentan ligeras variaciones, lo cual se puede

considerar como error inherente al material experimental, por ello se trabajo
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con la variacion reportada en los niveles de las enzimas luego de someter al

animal a hepatotoxicidad.

Tabla N° 10. Concentracion enzimatica de ratas Holtzman macho
después del tratamiento

Grupo R4
Valor de concentracion
enzimatica después del
Enzimas hepéticas tratamiento
mg/DI
TGO (Transaminasa glutamico oxalacética) 138.60 U/L
TGP (Transaminasa glutdmico puruvica) 100.70 U/L
Fosfatasa alcalina 281.80 U/L
Bilirrubina total 0.16 mg/dL
Bilirrubina directa 0.08 mg/dL
Bilirrubina indirecta 0.08 mg/dL
Proteinas totales 7.48 mg/d/L
Albumina 4.16 mg/d/L
Globulinas 3.32 mg/d/L

En la Tabla 10 se observan los Parametros de concentracion de cada
enzima para la dosis de 500 mg/kg del extracto acuoso, Se detallan los
valores de concentracion enzimatica y proteica en los diferentes parametros
después del tratamiento con respecto a la toma basal y posterior al
tratamiento. Las comparaciones realizadas fueron hechas en base a la
diferencia encontrada entre el valor final y el valor inicial de cada enzima,
esto debido a que a pesar que los animales de experimentacion fueron

aclimatados los valores basales de las enzimas presentan ligeras
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variaciones, lo cual se puede considerar como error inherente al material

experimental, por ello se trabajé con la variacion reportada en los niveles de

las enzimas luego de someter al animal a hepatotoxicidad

Tabla N° 11. Comparacion de los niveles de concentracion enziméatica
con el tratamiento farmacologico

Enzimas  Tratamiento  Tratamiento Tratamiento Tratamiento  Diferencia en el Diferencia en el

hepéaticas Grupo R1 Grupo R2 Grupo R3 Grupo R4 grado de grado de
reduccion en los reduccion en los
indices indices
enzimaticos: enzimaticos:
Extracto 250 Extracto 500
mg/kg mg/kg

TGO 182.20 U/L 214.30 U/L 189.40 U/L 138.60 U/L  24.9 U/L 75.7 U/L

TGP 75.86 U/L 130.60 U/L 129.30 U/L 100.70 U/L 1.3 UL 29.90 U/L

Fosfatasa 411.00 U/L 518.30 U/L 503.90 U/L 281.80 U/L  14.40 U/L 236.50 U/L

alcalina

Bilirrubina  0.18 mg/d/L 0.35 0.36 mg/d/L  0.16 mg/d/L 0.1 mg/d/L 0.19 mg/d/L

total mg/d/L

Bilirrubina ~ 0.09 mg/d/L 0.13 0.19 mg/d/L 0.08 mg/ 0.6 mg/d/L 0.05 mg/d/L

directa mg/d/L d/L

Bilirrubina  0.09 mg/d/L 0.22 0.17 mg/d/L 0.08 mg/dL 0.5 mg/d/L 0.14 mg/d/L

indirecta mg/d/L

En la Tabla 11, representa los parametros de comparacion entre el grupo R1

grupo R2), grupo R3 y grupo R4 (muestra inducida a hepatotoxicidad +

extracto 500 mg) donde se evidencia una reducciéon en la concentracion

enzimaética.
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Tabla N° 12. Comparacion de los niveles de proteinas plasmaticas con
el tratamiento farmacologico

Grado de
Proteinas . . . ' Grado f:ie ?umento gurpento en los
totales en Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento |en Io§ indices |nd|cgs
Grupo R1 Grupo R2 Grupo R3 Grupo R4 | proteicos: Extracto | proteicos:
plasma 250 mg Extracto 500
mg
fg&ﬁi‘as 6.90 mg/diL | 8.09mg/diL | 9.33mg/diL | 7.48 mg/diL |1.24 mg/diL 0.61 mg/d/L
Albumina |3.41 mg/d/L 4.03mg/dIL | 4.85mg/d/L | 4.16 mg/d/L |0.82 mg/d/L 0.13 mg/d/L
Globulinas {3.49 mg/d/L | 4.06 mg/diL | 4.48 mg/d/L | 3.32mg/d/L |0.42 mg/d/L 0.74 mg/d/L

En la Tabla 12, representa los pardmetros de comparacion de las proteinas

plasmaticas entre el grupo R1 (grupo de muestra con suero fisioldgico),

grupo R2 (muestra inducida a hepatotoxicidad con Paracetamol), grupo R3

(muestra inducida a hepatotoxicidad + extracto 250 mg) y grupo R4 (muestra

inducida a hepatoxicidad + extracto 500 mg).

Tabla N° 13. Resultados histopatoldgicos en los grupos experimentales
Resultados Peso Pesodel | Color | Congestion Nucleos picnéticos y
histopatoldgicos después | dela higado vascular vacuolizacion
de 5 dias de tratamiento rata sinusoidal y perinucleolar

dilatacion

sinusoidal
Grupo R1 290 gr 30 gr Claro Conductivo Nucleos grandes
solucion salina (BLANCO) hemorragico hipercrémicos
Grupo R2 paracetamol 281.8 25¢r Marré | Conductivos Zona vaculado en proceso
(200mg/kg) ar n hemorragicos de intoxicacién
Grupo R3 285.5 27 gr Oscur | Conductos y | Conservacion de nucleos y
eafo 250 mg/kg ar 0 conductillos con necrosis hepatica focal
Grupo R4 287.2 27 gr Oscur | Venas centro Nucleos hipercrémicos
eafo 500 mg/kg ar 0 lobuliar

congestionada
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4.2

La Tabla 13, representa la variacion en el peso de los animales en los
diferentes grupos (R1, R2, R3, R4), del mismo modo se evidencio una
variacion en el peso y caracteristicas de los higados analizados y las
caracteristicas histopatolégicas se vieron afectadas con cada una de las

concentraciones del extracto.

DISCUSION DE RESULTADOS
La Tabla 5, representa a la marcha de solubilidad, llegandose a demostrar

que el extracto es méas soluble en agua.

La Tabla 6, representa los metabolitos identificados en la marcha
fotoquimica se observd gran cantidad de compuestos fendlicos,
comprobandose la presencia de cuatro flavonoides mediante reacciones de
coloracion y precipitacién, los que fueron aislados por cromatografia en capa
fina a escala preparativa, eluciddndose sus estructuras mediante

espectroscopia UV visible con reactivos de desplazamiento.

La Tabla 11, representa los parametros de comparacién entre el grupo R1
(grupo de muestra con suero fisioldgico), grupo R2 ( muestra inducida a
hepatotoxicidad con Paracetamol), grupo R3 ( muestra inducida a
hepatotoxicidad + extracto 250 mg) y grupo R4 ( muestra inducida a
hepatotoxicidad + extracto 500 mg) donde se evidencia una reduccion en la
concentracion enzimatica comparado con el grupo R2: Con 250 mg de
extracto la reduccién mas significativa se evidencia en TGO y fosfatasa
alcalina con 24.90 y 14.40 de reduccion, con 500 mg de extracto 75.7 y
236.50 en reduccion de las mismas enzimas lo que da una significancia en la
accion hepatoprotectora del extracto siendo de mayor efectividad la dosis

mayor de 500 mg.

La Tabla 11, representa los parametros de comparacion de las proteinas
plasmaticas entre el grupo R1 (grupo de muestra con suero fisioldgico),
grupo R2 ( muestra inducida a hepatotoxicidad con Paracetamol), grupo R3 (
muestra inducida a hepatotoxicidad + extracto 250 mg) y grupo R4 ( muestra

inducida a hepatoxicidad + extracto 500 mg) donde se evidencia una

68



variacion en la concentracion proteica comparado con el grupo R2, con 250
mg de extracto las proteinas totales muestran una diferencia de 1.24,
albumina de 0.82 y globulinas de 0.42, por otro lodo con 500 mg de extracto
se evidencian 0.61,0.13 y 0.74 de diferencia en cada uno de los parametros
respectivamente. Esto se debe a la alteracion que sufren las proteinas
totales, Albumina y globulinas frente a las dosis de tratamientos
administrados del extracto siendo de mayor efectividad la dosis mayor de
500 mg.

La Tabla 12, representa la variacion en el peso de los animales en los
diferentes grupos (R1, R2, R3, R4), del mismo modo se evidencio una
variacion en el peso y caracteristicas de los higados analizados y las
caracteristicas histopatolégicas se vieron afectadas con cada una de las
concentraciones del extracto. El peso corporal se redujo con la
administracion de Paracetamol de 290g a 281.g el cual es recuperado
considerablemente con 250 mg de extracto 285.5 g y con 500 mg de
extracto 287.2 gr, El peso del higado recupera su tamafio en comparacion
con el grupo R2 (Grupo con dafio hepético) de 25 g a 27 g con ambas

concentraciones de extracto.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1.

En el extracto extracto hidroalcohdlico de las flores de Overo (Cordia
lutea) se encontré metabolitos tales como, Compuestos fenolicos,
Flavonoides, Alcaloides, Taninos, Quinonas, Glicosidos; mediante

espectroscopia uv visible.

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Overo (Cordia lutea ) redujo

el peso y aclaro el aspecto del higado de la rata
El extracto hidroalcohdlico de las flores de Overo (Cordia lutea) redujo

los niveles de transaminasas, enzimas y proteinas alteradas del higado

de la rata.
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5.2 RECOMENDACIONES

1. Se deben continuar con el estudio a fin de determinar objetivamente la
propiedad, respecto de la reduccién de la toxicidad hepatica, del

extracto hidroalcoholico de las flores de overo Cordia lutea.

2. Los resultados obtenidos con el extracto hidroalcohodlico de las flores
de overo Cordia lutea en efectos de reducir la toxicidad hepatica, puede
tener la posibilidad de mejorar el consumo de Cordia lutea para la
prevencion de enfermedades y que podria tener un efecto antitoxico,

gracias a los compuestos fendlicos, flavonoides que posee.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

“EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS FLORES DE OVERO (Cordia lutea) EN LA HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR
PARACETAMOL EN RATAS HOLTZMAN MACHO”

Problemas Objetivos Hipétesis Variables | Dimensiones | Indicadores Metodologia
GENERAL GENERAL GENERAL VI. Estudio ldentificacién | Disefio:
; Componentes quimicos | Identificar componentes | El extracto hidroalcohdlico de | Componente | Fitoquimico de metabolitos | Experimental
presentes en el extracto | quimicos en el extracto | las flores de Overo (Cordia | s del Extracto secundarios
hidroalcohdlico de las flores de | hidroalcohodlico de las flores de | lutea) presenta componentes | hidroalcohdli Tipo 'y nivel:
Overo (Cordia lutea) tendra efecto | Overo  (Cordia  lutea) y | quimicos que reducen la|co de las Analitico,
en la toxicidad hepatica inducida | Determinar ~ la  toxicidad | Hepatotoxicidad inducida por | flores de | Anélisis Macroscopia: | experimental,
por Paracetamol en ratas | hepatica inducida por | Paracetamol en ratas | Overo histopatoldgico observacional,
Holtzman macho? paracetamol en ratas Holtzman | Holtzman macho. (Cordia lutea) | del higado exploratorio vy
macho. descriptivo.
Analisis Microscopia: Poblacién:
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS VD. bioquimico del | Niveles ~ de [ 24 ratas
1. ¢Qué componentes quimicos | 1. Identificar algunos | 1. El extracto hidroalcohdlico | Efecto de la | dafio hepatico | enzimas Holtzman
presentara El extracto | componentes quimicos en el | de las flores de Overo | Reduccion hepaticas macho del
hidroalcohdlico de las flores de | extracto hidroalcohdlico de las | (Cordia lutea) tiene | de la bioterio de
Overo (Cordia lutea) que puedan | hojas de overo (Cordia lutea). | componentes que pueden | Toxicidad la UNMSM
Reducir la toxicidad hepatica reducir la toxicidad hepatica | Hepatica en Muestra
inducida por paracetamol en ratas ratas
Holtzman macho? Holtzman Técnicas:
macho

2. ¢El extracto hidroalcohdlico de
las flores de Overo (Cordia lutea)

2. Determinar el efecto del
extracto hidroalcohélico de las

2. El extracto hidroalcohdlico
de las flores de Overo
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reducira las alteraciones de los
parametros fisicos producidas en
la toxicidad hepatica inducida por
paracetamol en ratas Holtzman
macho?

3. ¢El extracto hidroalcohdlico de
las flores de Overo (Cordia lutea)
reducird las alteraciones de los
parametros bioquimicos
producidas en la toxicidad
hepatica inducida por paracetamol
en ratas Holtzman macho?

flores de Overo (Cordia lutea)
en la reduccion de las
alteraciones de los parametros
fisicos producidas en la
toxicidad hepatica inducida por
paracetamol en ratas Holtzman
macho

3. Determinar el efecto del
extracto hidroalcoholico de las
flores de Overo (Cordia lutea)
en la reduccién de las
alteraciones de los parametros
bioquimicos producidas en la
toxicidad hepatica inducida por
paracetamol en ratas Holtzman
macho

(Cordia lutea) reduce las
alteraciones de los
parametros fisicos
producidas en la Toxicidad
Hepatica  inducida  por
paracetamol en ratas
Holtzman macho.

3. El extracto hidroalcohdlico
de las flores de Overo
(Cordia lutea) reduce las
alteraciones de los
parametros bioquimicos
producidas en la Toxicidad
Hepatica  inducida  por
paracetamol en ratas
Holtzman macho.
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Anexo 2: Constancia fitoquimica de la planta

P
S N UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SA’N MARCOS
}) Universidad del Per, DECANA DE AMERICA
5 MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Diversificacién Productiva y del Fortalecimiento de la Educacién”

CONSTANCIA N°45-USM-201.5

LA JEFA DEL HERBARIO S AN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS,
DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) proporcionada por: LIZ BEYDI OLIVERA
RISCO, estudiante de la facultad de la facultad de ciencias farmacéuticas y
bioquimica, ha sido estudiada y DETERMINADA COMO como: Cordia Lutea
De acuerdo al sistema de clasificacién conquist 1981, se ubica en las
siguientes categorias:

Reyno: Plantae

Clase: Magnoliopsida
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: lutea

Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Especie: Cordia
Especie: Cordia Lutea

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para fines que
estime conveniente conveniente.

Lima, 09 abril 2015

Dra//HAYDEE MONTOYA TERREROS

JEFA BEL HERBARIO SAN MARCO Sh

N> /) Tells. (511)471-0117, 470-4471,
a7 Martt 470-7918, 619-700C anexo 5703
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Anexo 3: Informe de andlisis histopatoldgico

3.a) Informe de andlisis de grupo: Suero fisiolégico
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3.b) Informe de analisis de grupo: Paracetamol + Suero fisiol6gico
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3.c) Informe de andlisis de grupo: Paracetamol + Extracto hidroalcoholico de flores
de overo 250mg/kg




3.d) Informe de anélisis de grupo
de overo 500mg/kg

: Paracetamol + Extracto hidroalcohdlico de flores
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Anexo 4: Informe de analisis perfil biogquimico

4.a) Informe de analisis de grupo R1: Suero fisiolégico
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4.b) Informe de andlisis grupo R2: Paracetamol y Suero fisiolégico
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4.c) Informe de andlisis grupo R3: Paracetamol + Extracto acuoso de flores de
Overo 250mg/kg
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4.d) Informe de analisis grupo R4: Paracetamol + Extracto acuoso de flores de
Overo 500 mg/k
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Anexo 5: Resultados del analisis histopatolégico

INSTITUTO DE PATOLOGIA

INFORME DE LAMINAS

ALUMNA: LIZ OLIVERA RISCO
Muestras: HIGADOS

CODIFICACION:
» GRUPO: AZUL, ROJO, VERDE EXT.1 ml., VERDE 0.5
> CODIGOS: A1, R1, V1, V5

GRUPO AZUL (A1)
MUESTRA : HIGADO
COLOR : HIGADO CLARO
PESO : 30 GR.
Al : Hemorragico
Nucleos grandes hipercrémicos
Conductivos hemorragicos
Conclusién : El Higado se encuentra hemorragico y necrético
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GRUPO ROJO (R2)

MUESTRA : HIGADO

COLOR : MARRON

PESO : 25 GR.

R1 : Conductivo hemorragico

Zona vaculado
Higado en proceso de intoxicacién
Conclusion : El higado esta con muerte celular

GRUPO VERDE (V3) 0.100 m/g

MUESTRA : HIGADO

COLOR : HIGADO OSCURO

PESO : 27 GR.

Vi : Columnas hepaticas con grandes vacuolas

Nucléolos hipercromicos
Venas centro lobuliar congestionada
Conclusion : El higado se encuentra dafado celularmente
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GRUPO VERDE (V4) 0.05 m/g

MUESTRA
COLOR
PESO

V5

Conclusion

HIGADO

HIGADO OSCURO

27 GR.

Conductos y conductillos

Conservacién de nucléolos y con necrosis hepatica focal.

El higado se encuentra dafado celularmente

91



Anexo 5: Testimonios fotogréficos

Flores de overo cordia lutea dissecadas y pesadas
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Lectura del UV- VISIBLE con el Dr. Bonilla asesor de investigacion
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Extraccion de sangre por puncién cardiaca - rata Holtzman macho

g2
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