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ABREVIATURAS
ALAT: Alanina aminotransferasa.
ALP: Fosfatasa alcalina.
APAP: Paracetamol.
ASAT: Aspartato aminotransferasa.
oC: Grados Centigrados.
cm: Centimetros.
€ max: Concentracién maxima.
CCL4: Tetracloruro de carbono.
DL50: Dosis [etal media.
EES: Rendimiento de extracto etandlico seco.
FeCl3: Tricloruro férrico.
g: Gramos.
GSH: Glutatién.
GSSG: Glutatién disulfuro.
GPX: Glutation beroxidasa.
H20: Agua.
H202: Peréxido de hidrogeno.
Kg: Kilogramo.
L: Litro.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.



M: Muestra.

mg: Miligramos.

Min: Minutos.

mL.: Mitilitro.

NACN: Acetilcisteina.

NAPdI: N — acetil p-benzoquinoneimina.

nm: Nandmetro.

NASH: Esteatohepatitis no alcohdlica.

OMS: Organizacién mundial de la salud.
OPS: Organizacién Panamericana de la Salud.
Rf: Franja de referencia.

R: Reactivo.

RER: Retfculo endoplasmatico rugoso.

REL: Reticulo endoplasmatico liso.

Sil: Silimarina.

T max: Temperatura maxima.

TNT: Trinitrotolueno.

mm: Milimetro.

Ul: Microlitro.

UNALM: Universidad Nacional Agraria La Molina.

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.



VC: Cloruro de vinilo.

%: Porcentaje.



SUMMARY



The species Encelia canescens Lamarck (ECL) is traditionally used for its properties
as galactéfora, analgesic and anti urinary retention. However there is no scientific
evidence of acute toxicity and hepatop.rotective effect, is why in this study the acute
toxicity and hepatoprotective effect of ethanol extract of ECL were evaluated. Acute
toxicity was evaluated using dose limits taking into account the 3Rs principle. The
hepatoprotective effect was determined at different doses (200, 400 mg / kg) of the
extract, the liver damage induced with paracetamol (200 mg / kg) plus the
hepatoprotective effect of the ethanol extract was compared ECL. with a
commercial hepatoprotective drug (silymarin). The results of acute toxicity sh§wed
that the evaluated parameters remained normal having 100% survival. In the
macroscopic studies were not ih changes in the organs examined. Since this is an
indicator that the LD5S0 of the extract is greater than 2000 mg / kg, and is classified
as non-toxic as table Williams. Hepatoprotective.effect in groups treated with the
ethanol extract of ECL. transaminase levels show, phosphatase, albumin and the like
to the control group total protein, being the most active extract 400 mg / kg the
effect similar Silymarin 300 mg / Kg. Based on these Results suggests that the
ethanol extract of ECL. Has hepatoprotective effect, possibly by the presence of
flavonoids in synergism with other secondary rﬁetabolites found in Phytochemical

Screening as triterpenes, amino acids, anthraquinones.

Keyword: Acute toxicity, hepatoprotective, Encelia canescens Lamarck,

Paracetamol.



RESUMEN



La especie Encelia canescens Lamarck, (ECL), es utilizada tradicionalmente por sus
propiedades como galactofora, analgésica y contra la retencion de orina. Sin
embargo no hay evidencias cientificas sobre su toxicidad aguda y efecto
hepatoprotector, es por ello que en este estudio se evaluaron la toxicidad aguda y
efecto hepatoprotector del extracto etandlico de £CL. La toxicidad aguda se evalud
empleando dosis limite teniendo en cuenta el principio de las 3Rs. El efecto
hepatoprotector fue determinado a diferentes dosis (200, 400 mg/Kg) del extracto,
inducido el dafio hepaético con paracetamol (200 mg/Kg), ademés se comparé el
efecto hepatoprotector del extracto etandlico de ECL. con un farmaco
hepatoprotector comercial (Silimarina). Los resultados de la toxicidad aguda
mostraron que los pardmetros evaluados permanecjeron normales teniendo Ia
supervivencia de un 100%. En los estudios macroscopicos no hubo lugar a
modificaciones en los érganos examinados. Siendo esto un indicador de que la DLsg
del extracto es superior a 2000 mg/kg, y se clasifica como ho toxico segtn la tabla
de Williams. En el efecto hepatoprotector los grupos tratados con el extracto
etandlico de ECL. muestran los niveles de transaminasas, fosfatasa, albimina y
proteinas totales similares al grupo control, siendo el extracto de mayor actividad el
de 400 mg/Kg semejanfe al efecto de Silimarina a 300 mg/Kg. Tomando como base
estos resultados se sugiere que el extracto etandlico de ECL. posee efecto
hepatoprotector, posiblemente por la presencia de Flavonoides en sinergismo con
otros metabolitos secundarios due se encontraron en el Screening Fitoquimico

como: triterpenos, aminoacidos, antraquinonas.

Palabra clave: Toxicidad aguda, hepatoprotector, Encelia canescens Lamarck,

Paracetamol.



. INTRODUCCION




Las enfermedades hepdticas representan un problema de salud a nivel mundial con
importantes repercusiones, debido a la cantidad de funciones que realiza el higado.
El higado es un érgano vital en el cuerpo humano, es el principal responsable d‘el
metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos, proteinas 'y desintoxicacién de
xenobidticos y drogas. Por lo tanto, el higado se somete a lesion debido a la
exposicién crénica de drogas, sustancias toxicas ambientales (humo de cigarrillo),
enfermedades autoinmunes !, formacos y otros xenobioticos . Estas condiciones
patoldgicas y las caracteristicas metabdlicas y de vascularizaciéon propias de este

organo lo hacen mas vulnerable.

Las enfermedades hepdticas tienen una importante prevalencia en Latinoamérica,

de una manera similar-a lo que ocurre en el resto del mundo @),

Existen mds de 900 drogas que han implicado dafio hepédtico y es la razén mas
frecuente para retirar un medicamento del mercado. Muchos elementos quimicos .
causan dafio subclinico, es decir, que no se manifiesta con alguna sintomatologia y
se presentan solo con resultados anormales de las enzimas hepdticas. La
hepatotoxicidad es responsable de un 5% de todos los ingresos hospitalarios y un

50% de todas las causas de insuficiencia hepatica aguda @,

El paracetamol, también conocido como acetaminofén es ampliamente utilizado
para el alivio de la fiebre, dolores de cabeza y otros dolores ®) Estudios recientes

indican que la sobredosis del paracetamol es la principal causa de falla hepatica



(6)

aguda en adulto en estados unidos ', El paracetamo! estd involucrado en el 50% de

los casos de falla hepatica aguda en adultos, y en nifios 13 % de los casos @,

El paracetamo! se metaboliza principalmente en el higado y no es téxico en dosis
adecuadas. Sin embargo, ya sea en sobredosis accidental o deliberada puede
conducir hepatotoxicidad causada por el metabolito reactivo N-acetil-P-
aminobenzoquinonaimina (NAPQI), lo que provoca el estrés oxidativo celular ®%. En
junio del 2009 la administracién de aIi.mentos y médicamentos FDA ‘10), mediante un
comité asesor recomendd las nuevas restricciones que se deben de tener para
proteger a las personas de los potenciales efectos téxicos de paracetamol. Hasta el
momento ningdn tratamiento ha evitado con éxito ‘Ia progresion de la enfermedad

hepatica.

En las ultimas décadas se ha demostrado la eficiencia terapéutica de muchas

preparaciones elaboradas a base de plantas medicinales !

, muchos de estos
poseen principios activos de fenoles y flavonoides, también contienen taninos y
alcaloides en menor proporcidn y a estos componentes se les atribuyen efectos

%2 pe ahi la importancia de realizar

curativos sobre determinadas enfermedades
estudios preclinicos con el propdsito de detectar posibles efectos téxicos post

administracion.

La validacion cientifica de las plantas medicinales es una necesidad, no podemos
limitar a la sabiduria popular la seguridad y eficacia de una planta, pues cada parte

de ella tiene numerosas sustancias con actividad biolégica, y algunos metabolitos



secundarios capaces de producir efectos toxicos ™) La introduccién de estas en la
terapéutica debe efectuarse sobre una base cientifica que valide tanto sus-acciones
farmacolégicas como su toxicidad ™.
Para la realizacidon del presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:
OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la toxicidad aguda y efecto hepatoprotector del extracto etandlico de los
tallos de Encelia canescens Lamarck., en ratas en un modelo de intoxicacién con
Paracetamol.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico
de los tallos de Encelia .canescens Lamarck mediante Screening fitoquimico.
2. Determinar la dosis letal media (DLsp).
3. Determinar la concentracién que presenta mayor efecto hepatoprotector.
4. Comparar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de Encelia
canescens Lamarck frente al medicamento Silimarina.

5. Realizar estudio histopatoldgico.
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2.1. ANATOMIA DEL HIGADO.

El higado es después de la piel, el érgano mas grande del organismo humano. El
higado se ve por primera vez en el embrién en desarrollo, durante la cuarta
semana de embarazo.AA medida que el feto se desarrolla, el higado se djvide en
dos secciones, llamadas [6bulos derecho e izquierdo. Con el tiempo el I6bulo
derecho sera seis veces mas grande que el izquierdo, pesa entre 1500 y 1900 g.,
alrededor del 3% del peso corporal de un adulto estd representado por el higado,
recibe entre el 25 y 28% del flujo sanguineo y utiliza aproximadamente el 20% de
oxigeno total que necesita una persona (15) Anatémicamente, se localiza en el
cuadrante superior derécho y parte izquierdo bor debajo del diafragma en la
cavidad abdominal. Se considera una glandula mixta ya que posee funciones
enddcrinas y exocrinas. Estd cubierto por la capsula de Glisson, que es una fina
capsula de tejido conectivo, a su vez rodeada en su mayorfa por el peritoneo 16)
Esta irrigado por las arterias hepdticas derecha e izquierda del tronco celiaco en
un 15% y entre el 70 a 75% del riego proviene de la vena porta hepética con
sangre procedente del tracto digestivo, péncreas y bazo, por lo tanto recibe los
nutrientes absorbidos en el intestino (excepto lipidos que son transportados via
linfatica), agentes toxicos, farmacos, secreciones pancredticas, productos de la
degradacion de las células sanguineas del bazo. Por 1o tanto tas células hepdticas
son las primeras en estar expuestos a una gran cantidad de compuestos tanto

nutrientes como sustancias téxicas *”).
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2.1.1. Componentes estructurales del higado.

El parénquima que estd conformado por placas de hepatocitos,. el estroma de
tejido conectivo que continua con la cipsula de Glisson y sosfiene la estructuras
de las ramificaciones de la vena porta, las arterias hepaticas y los conductos
biliares asi como los nervios y las venas centrales, los sinusoides hepéticos con
espacios vasculares que recorren las placas de los hepatocitos y los espacios
parasinusoidal de Diese que separa el endotelio de los sinusoides de los

hepatocitos 8

, por otra parte se encuentra los lobulillos clasicos los cuales son
unidades con forma hexagonal por donde atraviesan las arterias y las venas de
las triadas portales que pasan por sinusoides hepdticos y termina en la vena
centrolobulillar o en la vena hepética terminal. Los lobulillos portales son
bloques trianguiares de parénquima hepatico de tres lobulillos cldsicos que en

su eje central poseen unos conductos biliares-y constituyen 1a parte medular de

los lobulillos hepaticos.

Los acinos hepaticos representan la unidad hepatica mas pequefia estan
formadas por tres zonas adyacentes de los lobulillos cldsicos separados por los
vasos sanguineos de distribucién que van de un espacio portal a otro; esta
unidad correlaciona la irrigacion, la histologia del higado y la actividad

metabélica %,

Las tres zonas adyacentes de los lobulillos comprenden: la zona | que

representa el drea del tejido hepatico que rodea en forma inmediata al dictulo

11



biliar y a las ramas terminales de la vena porta y las arterias hepaticas, la zona
Il comprende el parénquima mds alejado de estas estructuras, la regién que
rodea a la vena central y la zona Ill formada por el tejido hepatico ubicado en

las dos zonas anteriores.

La células kuppfer son macrifagos especificos del higado poseen forma
estrellada y un niicleo oval grande, globoso y un nticleo visible, sy citoplasma
contiene una gran cantidad de lisosomas de tejido fagocitaria capaces de
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 [a enzima NDPH-oxidasa, la cual participa en el desarrollo de
la lesién hepa’ticé inducidas por téxicos. Tiene diversas funciones, la principal es
de mantener las hemostasias hepaticas a diferentes niveles, y también a través
de la liberacidon de citoquina tienen un papel muy relevante en los procesos

inflamatorios del higado.

Las células estrelladas o células de Ito se localizan en los espacios de Diese
entre las células parenquimatosas y las células endoteliales de los sinusoides,
su funcién principal es el almacenamiento de vitamina A, y también es
responsable de la produccién de matriz extracelular durante la fibrosis ?%. De
manera normal las células estrelladas permanecen quiescentes pero pueden
ser activadas por diversos factores que estimulan las lesiones hepaticas por lo

que proliferan y generan matriz extracelular.
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El desarrollo de fibrosis hepatica esta mediado por citocinas especificas y
especies reactivas de oxigeno (ROS) liberadas por los hepatocitos dafiados, la

células de kupffer y las células estrelladas activadas 2,

Las células del Hoyo (Pit), son células con actividad citotéxica de forma similar
a los linfocitos granulares de sangre periférica y en funcién parecida en la célula
natural killer (asesinas naturales ) que reconocen a las células blanco a través
de receptores especificos uniéndose a ellas y realizando sus funciones
antitumorales por exocitosis de granulos que contienen perforinas y granzimas,
inducen apoptosis mediada por receptores y la activacién de otras células del

sistema inmune por la liberacién de otras citocinas (22)

Los hepatocitos conforman los estratos celulares de los Iobullillos hepaticos,
tienen forma poligonal y miden entre 20 y 30 um de diametro y se disponen
laminarmente en una o dos células de espesor de acuerdo a su localizacién
dentro del lobulillo, constituyen aproximadamente el 80% de la poblacién
hepatica y viven alrededor de 150 dias. Algunos hepatocitos pueden tener dos
ntcleos, poseen‘ un gran ndmero de mitocondrias y peroxisomas, pequefios
complejos de Golgi; en su citoplasma contienen el reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) y ribosomas libres donde se sintetizan las proteinas; ademas
albergan inclusiones de glucdgeno y depdsitos. En el reticulo endoplasmatico
liso (REL) se sintetizan los lipidos de las lipoproteinas y ahi mismo se degradan y
conjugan toxinas, drogas y etanol; lo ql.Je propicia la hipertrofia de este
organelo estimulando la sintesis de membrana y enzima del REL generando

i3



tolerancia en los individuos que ingieren grandes cantidades de toxinas,
drogas y etanol. Los hepatocitos poseen gran capacidad regenerativa ya que

entran en mitosis cuando su poblacién se ve afectada por cirugia, enfermedad

o toxicidad %),

14
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2.2, FUNCIONES DEL HiGADO.
El higado ejecuta un gran nimero de funciones y entre las mds importantes
estdn el almacenamiento y biotransformacion de las sustancias que recibe por
medio del torrente circulatorio y el sistema portal (24);
Normalmente biotransforma y acumula sustancias Utiles en el organismo taleé
como la glucosa, en forma de glucédgeno, aminodcidos, grasas y vitamina Ay
vitamina B12 %5,
El higado estd muy propenso a sufrir dafios por la exposicidn a toxicos debido a
que los dos sistemas circulatorios pueden llevar hasta al higado sustancias
téxicas o que se vuelven toxicas con las transformaciones que tienen lugar en
este 6rgano, a este proceso se le llama bioactivacion ?°.
Algunas de las.reacciones que sufren los téxicos en el higado de hecho los
conviert.en en sustancias menos tdxicas o no toxicas y mas faciles de excretar, a
este proceso se le llama detoxificacion. Para realizar sus funciones, el higado
cuenta con una gran cantidad de enzimas con funciones oxidafivas y reductivas,
entre las cuales se encuentran‘el sistema dei cftocromo de Ié proteina 450 (P-
450), flavin-monooxigenasas, peroxidasas, hidroxilasas, esterasas y amilasas.
Otras enzimas también presentes son las glucuroniltransferasas, las
sulfotransferasas, metilasas, acetiltransferaéas, tioltransferasas. Todas estas
enzimas tienen gran importancia en las biotransformaciones de los téxicos 2.

Ei higado produce y regula la concentracién de ciertas sustancias de la sangre.

Las sustancias producidas o controladas en el higado son las albliminas, el
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fibrindgeno y la mayoria de las globulinas y proteinas de la coagulacion. Cuando
hay descontrol de estas sustancias, el individuo se encuentra bajo en defensas y
susceptible a problemas de coagulacién. Ejemplo de sustancias reguladas por el
higado s;:)n los azlcares y los aminodcidos. Cuando se retrasa una ingesta, el
higado utiliza su almacén de glucégeno para producir glucosa y de las proteinas
de reserva para producir aminodcidos. El higado también tiene una funcién
exocrina, produte la bilis por medio de la cual se excretan al intestino un
nimero considerable de metabolitos “°.

La capacidad funcional del h.l'gado no puede medirse con porcentajes; no hay
exémenes que nbs permitan establecer cuél es el porcentaje de higado sano. Se
éabe que una pérsona sana puede tolerar resecciones de mas de la mitad del
higado sin problemas. El higado tiene la particularidad de regenerarse luego del
daﬁd causado por agentes extern-os o por uné cirugfa 27 Mediante volumetrfa
hepética (técnicas radioldgicas para medir el volumen hepatico) se ha
propuesto que se puede resecar (sacar) hasta dejar el 26% del volumen del
higado residual antes de tener riesgo de insuficiencia hepética post-operatoria.
Es asi que habitualmente se acepta que 1/3 (33%) del volumen hepdtico es lo

necesario para sobrevivir ?7?%,

2.2.1. Metabolismo de proteinas.

La albimina es la proteina plasmatica de mayor importancia, regula el volumen
sanguineo y la presién oncdtica. Las globulinas A y B transportan sustancias y
regulan la presién coloidosmética. En el higado se degradan aminodcidos y el
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amoniaco que se forma como producto del desecho altamente téxico a través
del ciclo de la urea. Se transforman los aminodcidos no esenciales en
esenciales; son sintetizadas las lipoproteinas de baja de densidad (LDL) que
transportan el colesterol desde el higado a los tejidos del organismo, las
lipoproteinas de baja densidad (VLDL) que transportan los triglicéridos desde el
higado a los tejidos y las proteinas de fase aguda importantes durante la

respuesta inflamatoria®®®.

2.2.2. Metabolismo de los hidratos de carbono.

En el higado se lleva a cabo una parte importante del metabolismo de los
hidratos de carbono, se inicia con la fosforilacién de ia glucosa a glucosa 6
fosfato, este es el primer paso de diversas rutas metabélicas y dependiendo de
las necesidades energéticas de la célula, la glucosa 6 fosfato puede entrar a
glucolisis para obtener energia o ser almacenada en forma de glucdgeno
hepatico (glucogénesis) y durante un periodo de ayuno este sera utilizado como
combustible para l‘a liberacién de glucosa dando paso a la glucogénesis evento
mediado por las hormonas adrenalina y glucagén®®. Este érgano también
realiza otro proceso bioenergético llamado gluconeogénesis que consiste en la
obtencién de glucosa a partir de otros metabolitos no hidrocarbonados y esto
ocurre cuando las reservas energéticas se han agotado durante un ayuno de 12

horas o por ejercicio fisico prolongado para mantener niveles normales de

glucosa en sangre.
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2.2.3. Metabolismo de los lipidos.

En el higado se lleva a cabo la lipogénesis o biosintesis de acidos grasos que
consiste en una serie de reacciones ciclicas para la construccién de una
molécula de acidos grasos a través de la adicion de dos moléculas de carbono
derivadas de acetil CoA a una cadena de acido graso; por otra parte, también se
realiza la B-oxidacion de acidos grasos a partir de los depdsitos de triglicéridos
del tejido adiposo para proporcionar energia durante el ejercicio o el ayuno
prolongadd. En la degradacién de los acidos grasos se elimina dos unidades de
carbono de la molécula de un acido graso produciendo acetil CoA, que puede

ser oxidado a CO,y H,0 por el ciclo de Krebs Y,

2.2.4. Detoxificacion de farmacos y toxinas.

Las membranas que rodean las sinusoides estdn constituidas 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
‘deipurar farmacos, toxinas y drogas. Muchas de las sustancias no pueden ser
eliminadas del organismo de manera directa por via renal por lo que tienen que
sufrir algunos procesos para convertirse en sustancias mas solubles y asi ser
desechados. Esos procesos consisten en dos fases: oxidacién y conjugacién. La
oxidacion se realiza en el REL o en las mitocondrias de los hepatocitos y
consisten en una serie de reacciones llevadas a cabo por las enzimas del

citocromo P450 que oxidan a esas sustancias y las inactivan. La conjugacién se
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realiza con el acido glucurdnico, la glicina, taurina o radicales sulfato. En
estudios se ha revelado que el consumo prolongado de ciertos farmacos genera
hipertrofia del REL y por consiguiente aumentan las enzimas encargadas de

estos procesos 2.

2.3. MARCADORES DE LESION HEPATICA.

Muy frecuentemente en la préctica clinica se rea-lizan diferentes estudios que
reflejan el grado de funcionalidad del higado. Segun lo que se quiera conocer,
se puede evaluar la excrecién de compuestos a través de medicion de
bilirrubinas (total, directa e iﬁdirecta), la integridad h(_apatocelular
(transaminasas) 'y sintesis de proteinas (albumina) por mencionar algunos. La
evaluacion de enzimas es lo mas utilizado, ya que generalmente se encuentran

elevadas en presencia de lesién o enfermedad hepética 3%,

2.3.1. Transaminasas hepaticas.
Las transaminasas son unas enzimas, principalmente localizadas en el higado.
Para determinar las transaminasas es necesario un andlisis de sangre. Es una
prueba sencilla que lo Gnico que requiere es una extraccion de sangre del
paciente en ayunas y que generalmente se extrae de una vena del antebrazo.
Previamente a la extraccion es necesario que el paciente, unos dias antes, haga
una dietav en la que no sobrecargue el higado, no tomando alcohol, escasas
proteinas y gra.sas, y también es importante no realizar esfuerzos fisicos

importantes .
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En el organismo las enzimas permiten, por ejemplo, transformar sustancias.
Dentro del grupo de las transaminasas las mas importantes, ya que nos pueden
indicar a través de un andlisis de sangre que algo pasa en el organismo, son:
- TGO o AST: Transaminasa glutdmico oxalacética. Estad presente en casi fodos
los drganos, dentro de las células, y cuando se encuentra en sangre en niveles
muy elevados significa que hay destruccion celular.
- TGP o ALT: Transaminasa glutamico piravica. Se localiza principalmente en el
higado y su misién es la fabricacién de glucosa .
2.3.2. Niveles normales de transaminasas.
- Los niveles normales de AST en sangre son: 5-40 U/mi.
- Los niveles normales de ALT son: 5-30 U/ml.
Cuando realizamos un analisis de sangre la proporcidn que encontramos de AST
en relacién con ALT es: AST/ ALT: 1/3.
Se utilizan en la clinica para la confirmacién diagndstica del infarto agudo de
miocardio (junto con la determinacién de otras sustancias) y para el estudio de
enfermedades hepéticas o musculares %37,
2.3.3. Determinacion de AST/ALT en suero.
La administracién de un aminodcido con nitrégeno isotépico va seguida de la
apariciéon de dicho nitrégeno en numerosos aminodacidos de las proteinas

tisulares; es decir, el organismo utiliza el nitrégeno de un aminoécido para las

sintesis de otros. Esta reaccién general de traspaso de nitrégeno de uno a otro
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aminoéacido se denomina transaminacion y en elia participan un aminoéacido y
un cetodcido ©&.

Las reacciones de transaminacién mds frecuentes son aquellas en las que
participa alfa-cetoglutaqato cuya aminacion produce glutamato. Por
consiguiente, casi todos los aminoacidos pueden ceder grupo amino al alfa-
cetoglutarato, a través de una reacciéon de transaminacion para formar el
cetoacido correspondiente y glutamato. La reaccién es de la siguiente forma:
COOH - CH~-CH2 COOH-C—-CH2 —-CH2 - COOH

La reaccién precedente corresponde a la catalizada por la Transaminasa
Glutamico Pirdvica (TGP) siendd igual para la que cataliza la Transaminasa
Glutdmico Oxaloacetica (TGO), solamente cambiando el aminoacido por
aspartato y el cetodcido por oxaloacetato, es por eso que se les llama también
Alanino aminotransferasa (ALT) y Aspartato aminotranferasa (AST),

!

respectivamente, por el aminoacido utilizado®®.

2.3.4. Elevacion de ASTY ALT.
AST y ALT son indicadores sensibles de dafio hepatico en diferentes tipos de
enfermedades. Mas debe ser enfatizado que tener niveles mas altos que lo
normal de estas enzimas no indica, necesariamente, una enfermedad hepética
establecida. Ellas pueden indicér algin problema o no. La interpretacion de
los niveles altos de AST y ALT depende del cuadro clinico en general y asi lo
mejor es que esto sea determinado por médicos experimentados en

hepatologia. ®® Los niveles de estas enzimas no miden la extensidn del dafio
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en el higado o muestran un prondstico de la marcha futura. Asi, los niveles de
AST y ALT no pueden ser usados para determinar el grado de dafio hepdtico o
indicar el futuro. En pacientes con hepatitis A aguda, las AST y ALT son muy
altos (algunas veces alcanzan millares de unidades), pero la 'mayo_.rl’a de estos
pacientes con la hepatitis A recupera completamente el higado, no quedando
ningun dafo.

En la hepatitis C solo es observada una pequefia elevacidn en las AST y ALT,
siendo que algunos de estos pacientes pueden haber avanzado para una

enfermedad crénica con fibrosis o cirrosis .

2.3.5. Fosfatasa alcalina (FA).

La FA esta comprometida en el transporte de metabolitos a través de las
membranas celulares. Se le encuentra en orden decreciente de abundancia en
la placenta, mucosa ileal, rifién, hueso e higado. Los valores dependen de la
técnica de laboratorio y varian poco entre las edades de 25 a 60 afios.
Después de los 60 se incrementan algo en la mujer por la mayor tendencia a la
pérdida Osea. La colestasis estimula la sinte§is de la FA por los hepatocitos. Las
sales biliares detergentes u otros agentes de superficie facilitan la liberacién
de |a FA de las membranas. Elevaciones aisladas de la FA puede observarse en
otras condiciones tales como enfermedad de Hodgkin, diabetes,
hipertiroidismo, insuficiencia cardiaca y enfermedad inflamatoria intestinal. La
elevacién de FA de origen hepatico mayor de 3 veces lo normal ocurre
primariamente en pacientes con enfer‘medad colestdsica intra o extrahepdtica
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y enfermedades infiltrativas tales como neoplasias granulomatosas,
amiloidosis 0 enfermedad de Gaucher. Elevaciones menores de 3 veces no es
especifica de colestasis y puede observarse en cualquiér dafio hepatico
debido a que hay una buena correlacién entre el aumento de la FA de origen
hepatico y otras enzimas de origen canalicular como la GTP, la elevacidn
paralela de ambas es un buen indicador del origen hepdtico de la alteracion ya
sea colestasis aguda o crdénica o enfermedades infiltrativas, lo que amerita
complementar el estudio con imagenes 40}
2.3.6. Proteinas totales.
También conocidas como proteinemia o proteinas séritas, designan la
concentracién de proteinas en el plasma sanguineo. Y sus valores estan entre
65 y 85 gramos por litro. Las proteinas totales estdn representadas por la
albumina y las diferentes globulinas, incluyendo alfa-, beta-y gamma
globulinas. Hablamos de hipoproteinemia cuando la tasa de proteinas es
anormalmente baja, esto se da particularmente en el caso de insuficiencia
hepatica, como la cirrosis, las enfermedades generadoras de ma!a absorcidn
intestinal o enfermedades de los rifiones que cursan con "fugas" de proteinas
por la orina. En contraste, en la hiperproteinemia encontramos una dosis
demasiado alta de proteinas en la sangre y puede ser debida a una
deshidratacidon grave o indicar ciertas enfermedades como el mieloma. El
estudio de las proteinas totales se realiza a través de una Electroforesis de

proteinas o EPS “Y.
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2.3.7. Albumina.
Es la proteina plasmatica mas abundante producida por los hepatocitos. La
produccion diaria depende de varios factores gue incluyen los aminoacidos
suministrados, la presién oncética del plasma, los niveles de citoquinas
inhibitorias (particularmente la IL-6) y el nimero de hepatocitos funcionales.
Su vida media es larga entre 19 a 21 dias. Por esta razdn, la albimina
plasmatica raramente disminuye en la hepatitis aguda, pero en la hepatitis
crénica cae gradualmente con la progresién a cirrosis. Por tanto, la
concentracién de albumina es un marcador de descompensacién y prondstico

(41)

en cirrosis

2.3.8. Bilirrubinas.

La bilirrubina es formada por la descomposicion de los glébulos rojos (grupo
her_no) en el sistema reticulo endotelial. La bilirrubina no conjugada se
trasporta del bazo al higado ligada a alblimina, es insoluble en agua por lo
tanto no es excretada por medio de la orina. La bilirrubina conjugada puede
ser excretada en la orina. Dentro del higado es conjugada a bilirrubina
glucorénido y posteriormente es secretada en la bilis y el intestino
respectivamente. En el intestino la flora intestinal la degrada a urobilindgeno,
el cudl cierta parte es reabsorbida y es excretada por el rifién a través de la
orina o es excretada por el higado a través del tracto gastrointestinal. El resto
es eliminado por las heces y esto es lo que le da su color caracteristico.

Normalmente en el suero se encuentra en forma no conjugada reflejando el
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2.4.

2.5.

balance entre la producciény la excrecion hepatobiliar. La hiperbilirrubinemia
es el resultado de un incremento de la bilirrubina en plasma. La bilirrubina
total se altera por aumento de la hemodlisis, alteraciones genéticas, anemia
neonatal, alteraciones eritropoyéticas, presencia de drogas. La bilirrubina
directa refleja colestasis hepética, alteraciones genéticas y alteraciones

hepaticas.

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante e! acido sulfanilicodiazo

midiéndose fotométricamente “% %),

VALORES NORMALES DE LAS ENZIMAS HEPATICAS EN LAS RATAS.
Los valores normales estdan dados en animales en condiciones normales, libre

de cualquier situacién de estrés 44 Los valores estan expuestos en la Tabla N2

01.

TABLA N°01.Valores normales de transaminasas en ratas

Especie Valores normales

Rattus novergicus S AST(UA) - . ALT(UAY) - - A

.:‘ 39_92.. e s 17_50 .

HEPATOTOXICIDAD.
La hepatotoxicidad, también llamada enfermedad hepética tdxica inducida
por drogas implica dafio sea funcional o anatémico del higado inducido por

ingestién de compuestos quimicos u organicos. El higado estd especialmente
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expuesto a toxicidad por razén de su funciéon en la biotransformacidn,
metabolismo y eliminacidn de agentes potencialmente téxicos. Ciertos
productos medicinales, al tomarse en dosis elevadas o por un largo periodo de
tiempo causan dafios celulares, aunque la hepatotoxicidad es por lo general
independiente de la concentracion del farmaco, es decir, algunas drogas
pueden causar dafio hepatico alin en dosis terapéuticas. La hepatotoxicidad
puede ser causada por elementos naturales, remedios caseros o industriales,
entre otros. Todo producto causante de dafio al higado se conoce como

hepatotoxina “s)

2.5.1. Mecanismo de dafio hepatico.

Muchas drogas son retiradas del mercado debido a un descubrimiento tardio
de hepatotoxicidad. Debido a su metabolismo peculiar y a su cercana relacion
con el tracto gastrointestinal, el higado es tremendamente susceptible a las
injurias tdxicas. Cerca de un 75% de la sangre que llega al higado viene
directamente de los 6rganos gastrointestinales y el bazo por medio de la vena
porta, el cual trae drogas y xenobidticos de forma concentrada. Son varios los
mecanismos responsables bien sea de la induccidn del dafio hepético o de
empeorar un proceso dafiino 4,

Muchos compuestos dafian a la mitoco,ndrié, un organulo intracelular que
produce energia. Su disfuncidn libera una excesiva cantidad de oxidantes que,
a su vez, causan dafio a la célula hepatica. La activacién de algunas enzimas en

el sistema citocromo P450, tales como el CYP2E1 también conllevan a estrés

27



oxidativo. Las lesiones a los hepatocitos y a las células del conducto biliar
producen acumulacién de bilis dentro del higado. Ello promueve la aparicion
de dafio adicional hepatico “°.

Las células que no pertenecen al parénquima hepatico, como las células de
Kupffer, células almacenadoras de grasa o células de [to y leucocitos pueden

tener un papel en estos mecanismos téxicos “s)

2.5.2. Agentes hepatotoxicos.

Las sustancias hepatotdxicas son:
- El tetracloruro de carbono (CCly).
- El cloruro de vinilo (VC).
- Los solventes organicos: la dirhetilformamida, trinitrotolueno (TNT).
- Los metales pesados: como el Hg.
- Hierro y otros metales de transicion: tales como cobre, vanadio, niquel, entre
otros “®.
Entre los medicamentos que producen hepatotoxicidad tenemos: metotrexato,
isoniazida, paracetamol o acetaminofén (mas de 8 pastillas de 500 mg en 7
horas), aspirina en dosis elevadas, su antidoto N-acetil cisteina, fluconazol,
tamoxifeno, glucocorticoides, bloqueantes de los canales de calcio, benceno,
amiodorona, antivirales, dcido ivalpréico, amoxicilina + dcido clavulanico,

pirazinamida “®

; también las bebidas alcohdlicas, ron, whisky, sake, vodka, etc.
Hay muchos mas productos, lo que sucede, es que es el higado el encargado de

metabolizar la gran mayoria de drogas que entran al organismo, por lo cual, el
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grado de hepatotoxicidad, también va a depender de la cantidad ingerida, si es

intoxicacién leve, aguda, crénica. Otro factor para la hepatotoxicidad también

es la edad, fisiopatologiaé, situaciones de estrés 7).

2.5.3. Tetracloruro de carbono (CCl,).
Pe_rtenece al grupo de los hidrocarburos halogenados, es poco soluble en agua
Y su descomposicién térmica produce fosfégeno (Cl,CO), el cual es un téxico
respiratorio. El CCl; es metabolizado principalmente por la isoforma del
citocromo P2E1, generando el hexacloroetano (ClzCCCl3), el triclorometano
(CI3CH) y el fosfogeno (COCI5) entre otros productos “8)
La administraciéon de CCly produce una disminucién en la concentracién de
glutation (GSH) debido a un incremento en su conversién a glutation disulfuro
(GSSG) durante el proceso de atrapamiento de los radicales CCls y OOCCl;
derivados de dicha hepatotoxina ) En consecuencia, este estado de estrés
oxidativo conduce a un aurhehto incontrolable en la produccién de radicales
libres lo que conlleva a su vez aun exceso en la peroxidacion de los lipidos de
membrana.

2.5.4. Paracetamol.

El paracetamol (acetaminofén, n acetil-p-aminofeno!, 4-hidroxiacetilida,o

APAP} es un analgésico antipirético que se utiliza actualmente en la clinica en

(50,51,52) (53)

humanos a dosis terapéutica 1,2 g/dia en hombres °* presenta una gran
seguridad farmacoldgica y se considera sustituto seguro y de fécil adquisicién

que la aspirina, ya que no presenta efectos secundarios tales como ulceracién o
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hemorragia gastrointestinal®**®

, confiando en la seguridad farmacoldgica del
APAP, inicialmente no se llevaron estudios farmacoldgicos serios; sin embargo,
cuando se encontré que el APAP presentaba el principal metabolismo de la
acetaniliaa y de la fenacetina dos farmacos utilizados en la clinica como
analgésicos, los interés sobre sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas y
farmacoldégicas aumentaron considerablemente.

Uno de los hallazgos més importantes sobre |la farmacologia del APAP fue de
Eder y Cols (1964) (s6). guienes reportaron estados necréticos hepdticos en
gatos a lo que se administraron una dosis diaria de 25-50 mg/kg de
paracetamol durante 26 semanas. Dos afios después, en estudios de toxicidad
aguda realizados en ratas Boyd y Bereczky descubrieron un dafio hepdtico
extensivo *7),

El primer caso reportado de hepatotoxicidad por paracetamol fue en el afio
1966, Inglaterra. La toxicidad por paracetamol afecta mayoritariamente a
personas de mediana edad (42 afios), mas frecuentemente en mujeres (3:2). La
sobredosis con paracetamol es la causa mas frecuente de insuficiencia hepatica
aguda (40%), seguida de las reacciones idiosincraticas (12%), desplazando a las
de origen viral (HVA y HVB). En un 20% se desconoce la etiologfa (58,59)

La incidencia mundial de muerte por sobredosis de APAP (dosis mayor de 15
gramos) aumentd draméaticamente durante las décadas pasadas; la necrosis

hepética aguda, seguida de falla ranal fuiminante ©%%,
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2.5.4.1. Biotranformacién del paracetamol.
El principal érgano involucrado en el metabolismo del paracetamo!l es el
higado.
En general, puede abordarse desde dos condiciones diferentes:
= Biotranformacion a dosis terapéutica
= Biotranformacién de sobredosis del paracetamol, o en estados de
intoxicacion %63,

2.5.4.2. Biotranformacion de dosis terapéutica.
El metabolismo de los xenobidticos como el paracetamol que presenta grupos
fendlicos se realizan principaimente por mecanismos de conjugacién con acido
glucurdnico y sulfato.
Las reacciones de conjugacidn con glucurénico son catalizadas por la familia de
enzimas de la difosfato glucoronosiltransferasa (UDP), enzima que se encuentra
unida a la membrana del reticulo endoplasmatico. Esta familia de enzimas

forman aglicones conjugados UDP- acido glucurdnico con los grupos hidroxilo

de los compuestos fendlicos (ver figura N2 02).
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Las reacciones de sulfatacién, por otra parte son catalizadas por la familia de
enzimas diméricas de las aril-sulfotranferasa, que utilizan al 3’-fosfoadenosin-
5’-fosfosulfano (PAPS) como donador del grupo sulfato, donando un éster
sulfato fendlico, adenosin-5-monofosfato y fosfato inorgénico 4.

La tercera ruta mds importante en el metabolismo del paracetamol es la
oxidacion a través del sistema microsomal de las oxidasas en funcién mixta del
cifocromo P450 :(CYP450), especificamente 4por las isoformas 2E1,1A2 y
3A4“548) que biotrasformaron el APAP a los derivados oxidados 3-hidroxi-
APAP,3-metoxi-APAP y N-acetil-P-amino benzoquinonaimina (NAPQJ)354,

La eliminacién de los productos del metabolismo de conjugacién de dosis
terapéutica del APAP se realiza a través de los rifiones, como conjugados de
glucordnido o sulfato y muy pequefia cantidades como conjugados de glutation
y NAPQJ; ninguno de estos metabolitos résul';a téxico para el organismo . Por
lo anterior, solo del 10 al 20% del APAP se metaboliza por procesos oxidativos
excretando los productos de esta biotrasformacién (derivados 3-hidroxi o 3-

metoxi) como conjugados de GSHVpor la orina ®?.

2.5.4.3. Biotranformacion a dosis toxicas.
Mientras que el paracetamol normalmente es biotranformado por procesos de
glucuronidacion, sulfatacion y oxidacion a dosis terapéutica, cuando la dosis es

excesiva, estas rutas se saturan y el APAP excedente se metaboliza por el

sistema microsomal CYP450.
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En condiciones fisioldgicas, la detoxificacion del metabolito NAPQJ, formado
por la oxidacion del APAP, se realiza eficazmente por el glutation
reducido(GSH), a través de la formacion de conjugados 3-(GSH-S-L)-APAP€6€7)
que son excretados por el rindn como conjugados de cisteina y dcido

(3446) sin embargo como consecuencia del uso crénico, de la

mercaptulrico
sobredosis, o de enfermedades hepaticas , las reservas de GSH disponible para
conjugacion con NAPQJ se agotan, ocasionando acumulacién del NAPQI y con
ellos, una necrosis hepatica fulminante®. De esta forma el metabolismo del
APAP relacionado con el CYP450 parece jugar un papel critico en el dafio
hepético inducido por el APAP, reconociendo' al NAPQl como el metabolito

toxico causante del dafio.

2.5.4.4. Mecanismo de hepatotoxicidad por el paracetamol.

Las bases de la toxicidad por paracetamol estan bien estudiadas. Al ingerir dosis
grandes de la droga el citocromo P450 (CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A) genera
cantidades de NAPQ! capaces de agotar las reservas hepdticas de glutation.
Este metabolito ejerce su toxicidad al unirse de forma covalente a
macromoléculas y produciendo radicales libres, desarrollando necrosis hepética
en tan sélo 12 horas ‘®). En mucha menor medida, el mismo proceso puede
ocurrir en el rifién y contribuira la nefrotoxicidad. La toxicidad es mayor cuando
se asocian inductores del citocromo P450 (etanol -CyP2E y CYP3A -
fenobarbital -CYP2B y CYP3A-, carbamacepina, fenitoina, rifampicina,

zidovudina) o aquellos que compiten en la conjugacién (dicumarol, morfina,
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prednisona, salicilatos, estrégenos) incrementando la formacion del metabolito
tdxico. E!l consumo crénico de etanol, que también provoca lesiéon centro
lobulillar, altera el metabolismo del paracetamol por dos mecanismos. Por un
lado, agota las reservas de glutatién per se, disminuyendo la capacidad de
detoxificacién del NAPQI 7% Ademds, como inductor del citocromo P450
(CYP2E1 Y CYP1A2) incrementa la transcripcion de este grupo enzimatico,
aumentando la proporcion de la droga que es convertida en otro factor que
predispone a la toxicidad por acetaminofén es el ayuno prolongado, situacién
frecuente en los alcohdlicos crénicos, cuya fisiopatologia se postula como
multifactorial "?. Ademds el paracetamol también es per oxidado por la mielo
peroxidasa y la COX-1, produciendo también metabolitos hepatotdxicos y
provocando dafio hepatico en pacientes con insuficiencia renal crénica y asma,
en particular por la supuesta seguridad del paracetamol en estas enfermedades
(73)

La expresion fenotipica del-factor de necrosis tumoral estd implicada como un
factor de severidad en la toxicidad por paracetamol.

El receptor constitutivo de androstanol (RCA) mostrd ser otro modulador de
esta toxicidad en un estudio con ratones y potencialmente en humanos. La
pérdida de este receptor resulta en resistencia a la toxicidad por paracetamol
con ausencia de la induccion de las enzimas que lo metabolizan. El uso -
concomitante de androstanol, que bloquea al receptor, también disminuye la

toxicidad en ratones, no asi en humanos. La identificacion de un agonista
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inverso del RCA humano se propone como un nhuevo objetivo para las
estrategias de hepatoproteccidn no relacionadas con la inmunidad.
Este enfoque es parte del desarrollo de la fadrmaco-genética (74, (Ver figura N2

03).
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FIGURA I 03, Meenismo de hepatotoxicdad del parscetemaol
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2.5.4.5. Manifestaciones clinicas.
Si bien las manifestaciones tempranas de toxicidad por paracetamol son leves e
inespecificas (y no predicen la gravedad de la hepatotoxicidad), son
importantes de reconocer tempranamente.
Etapa | (primeras 24 h): Puede haber nduseas, vomitos, letargia, aunque puede

ser completamente asintomatico.

Etapa Il (24 a 72 h): Comienzan las evidencias de hepatotoxicidad en los
exdmenes de laboratorio, al mismo tiempo que los sintomas iniciales pueden
cambiar por dolor en hipocondrio derecho, con hepatomegalia. Puede aparecer
concomitantemente oliguria-y pancreatitis.

Etapa Il (72 a 96 h): Se llega al maximo de elevacién de transaminasas,
llegando en ocasiones a exceder de 10..000 [U/mL. Clinicamente puede haber
ictericia, encefalopatia y coagulopatia. El 25 a 50% de los afectados presenta

concomitantemente insuficiencia renal por necrosis tubular aguda.

Etapa IV (4 dias a 2 semanas): Los pacientes que sobreviven la etapa anterior
entran a una etapa de recuperacion cuya duracién depende de la gravedad del
compromiso inicial. Los cambios histolégicos afectan preferentemente a la zona
[l (centro lobulillar), que es la de mayor concentracién de CYP2E1l. No hay

casos reportados de dafio hepético crénico por paracetamol 778,
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2.6. TOXICIDAD AGUDA.

En la actualidad, 1a toxicologia alcanza enorme trascendencia social debido al
importante nimero de sustancias quimicas comercializadas y su posible
impacto sobre 1a salud publica y ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de

estrategias de evaluacién de riesgos con fines normativos.

La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis tnica y
mhy elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la
muerte del an_imal y la toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que
viene a representar mds o0 menos la dosis de la sustancia que produce la
muerte en el 50% de los animales. Un solo compuesto puede generar efectos
téxicos agudos y cronicos estos dependen de la dosis y duracién a la exposicidn.
La observacidn de los animales se lleva a cabo después de la administracién de
la sustancia y dura hasta 14 dias, después de los cuales los animales‘ son

sacrificados y autopsiados.

En Espafia en 1997 el Comité para los productos medicinales (CPMP) definié la
regla de las 3R como objeto para reducir el nimero de animales sacrificados

anualmente en los estudios de toxicidad.

REDUCCION: Evitar duplicaciones de estudios; evitar estudios que han
mostrado ser irrelevantes para el hombre por extrapolacién; desarrollando
estudios complementarios in vitro y ex vivo; aumentando la calidad de las

pruebas; obteniendo mas informacién con un menor nimero de animales 7,
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REFINADO: Utilizando nuevas tecnologias y definiendo nuevos "end-points"
mds humanos (por ejemplo, que la muerte no sea un "end-point" en los

estudios de toxicidad aguda) 7®.

REEMPLAZO: Desarrollando métodos alternativos, como cultivos de células
humanas. De hecho, en algunos paises de la Unién Europea, para los productos

cosméticos esta prohibido el uso de animales de experimentacién 2.

2.7. PLANTAS MEDICINALES CON EFECTO HEPATOPROTECTOR.

Un gran nimero de plantas medicinales han sido probadas encontrdndose
principios activos como: fenoles, cumarinas, lignanos, aceite esenciales,
carotenos, glucdsidos, lipidos, alcaloides y flavonoides. Las cuales presentan

propiedades curativas contra una variedad de enfermedades.

A nivel regional de Ica cabe mencionar a Simén en el 2013°! quien reporta
que el extracto etanolico del fruto de Corryacactus brevistylus posee capacidad
antioxidante, y a nacional tenemos plantas con actividad antioxidante y

hepatoprotectora, en el 2005 Santos &

, reporta que la especie Gamochacta
americana posee efecto hepatoprotector en animales de experimentacién; en
el 2007 Troncoso ®Y determiné la actividad antioxidante y efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de Petrosilium sativum en ratas con
intoxicacién inducida por parécetamol. En el 2008 reporta que el extracto

acuoso de Poemus boldus posee efecto hepatoprotector en ratas con dafio

hepatico inducido por'paracetamol.
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Sandoval en el 2008 %, reporta otras especies peruanas estudiadas, sefiala que
el extracto de Vitis vinifera evidencia efecto hepatoprotector frente al dafio
hepatico causado por etanol al 5%. En el 2012 Arnao 3) menciona que el
extracto acuoso de las hojas de Smallanthus sonchifolius poseen efecto

hepatoprotector contra el dafio hepatico generado por paracetamol.

En otros paises se han estudiado una gran variedad de plantas medicinales con

actividad antioxidante y efecto hepatoprotector algunos de los cuales son:

(84)

Abutilon indicum que muestran actividad antioxidante y efecto

hepatoprotector frente a intoxicaciones inducidas por paracetamol en ratas de
experimentacion. También tenemos los extractos hidroalcoholicos de Aerva

(85)

lanata **>' y de Anogeissus latifolia que poseen efecto hepatoprotector en ratas

contra hepatotoxicidad inducida por paracetamol; las hojas de Alchornea

B8 nhoseen actividad antioxidante y efecto hepatoprotector,

cardifolia
principalmente las fracciones de acetato de etilo y acetona del extracto

metandlico.

Otra planta como Azadirachia indica ®7) evidencia efecto hepatoprotector
contra el dafio hepatico inducido por paracetamol en ratas por la presencia de
compuestos quercetina y rutina. El extracto metandlico de las hojas de

Bauhinia purpurea (68)

ejercieron potencial efecto hepatoprotector que puede

atribuirse en parte a su actividad antioxidante y alto contenido fendlico.
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Otras de las plantas con efecto hepatoprotector contra lesiones hepatocelula‘r
inducida por paracetamol debido a su propiedad antioxidante es el extracto de
Melia azedarach ®. E| extracto etandlico de las semillas de Cleome viscove
evidencié actividad hepatoprotectora contra la lesidn hepatica inducida por

paracetamol en ratas albinas. El extracto de Elaeis guineensis 61)

posee buena
actividad antioxidante in vitro y efecto hepatoprotector in vivo en un modelo

de intoxicacién hepdtica con paracetamol, en ratones.

Entre otras de las plantas tenemos, el extracto metandlico de las raices de
Hemidesmus indicus ®® evidencia un potencial actividad hepatoprotectora en el
dafio hepético producido por paracetamol y tetracloruro de carbono en ratas;
el extracto acuoso de Physalis peruviana (98) posee actividad antioxidante y
efecto hepatoprotector potente contra el dafio hepdtico producido por
paracetamol en ratas. El extracto etanéico de las semillas de Sesamum indicum
(94)

poseen efecto hepatoprotector contra dafios en el higado inducido por

paracetamol en ratas.

2.7.1. Encelia canescens Lamarck “Hierba lingo”

2.7.2. Descripcion Botanica.

Encelia canescens Lamarck., familia Asterdcea “hierba lindo”, es una especie
autdctona, arbustiva, siempre verde, de hasta 60 cm de altura, el tallo es de
color verde plomizo por la presencia de pilosidad blanca y muy ramificado. Las

hojas son pecioladas y alternas. Las inflorescencias son capitulos terminales con
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involucro con dos filas de bracteas lanceoladas. Las flores marginales y liguladas
son femeninas y de color amarillo; las flores centrales y tubulosas, de color
café, pentadentadas, con receptaculo calicino gamosépalo (sin dientes) que
rodea al ovario, y un penacho de pelos blancos; estambres con anteras unidas;
ovario infero con estilo dividido en 2 ramas pilosas. El fruto es un aquenio 95,
2.7.3. Distribucion Geografica.
Se desarrolla en suelos arenosos y secos, en laderas de cerros y bordes de la
carretera comun a lo largo de la costa peruana, de la | hasta IV Regién de Chile
e interior norte de Argentina ®®. Distribucién en el Pert por los departamentos
de Piura, Cajamarca, Lambayeque, La Libertad, Ancash, Lima, Ica, Arequipa y

Tacna.

2.7.4. Uso en la medicina popular.
A la especie peruana le atribuyen propiedades como galactéfora, analgésica y

contra la retencién de orina ©”

. Otras especies del género se utilizan como
analgésico para el dolor de muelas ®®. Otros lo usan como planta ornamental y
apicola ®®, también forman los Ilémados corredores biolégicos, que tienen por
finalidad actuar como refugio para animales, atraer insectos benéficos y

presentar un medio de proteccién al cultivo .
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3.1. MATERIALES.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

Material biolégico.

Tallos secos de Encelia canescens Lamarck “hierba lingo”.

Ratas albinas cepa Holtzman hembras de 120-210g.

Ratones albinos cepa Bal C hembras de 25 - 30 g.
Materiales de vidrio.

Los necesarios para la realizacion del trabajo de laboratorio.
Reactivos y disolventes.

Set enzimatico de aminotransferasas EliTech Clinical Syctems,

Medicamentos.

Paracetamol (APAP).

Silimarina (SIL).

. Equipos.

Equipo de reflujo.

Balanza analitica.

Rotavapor marca HEIDOLPH modelo LABOROTA 4000, con bafio de agua
termostatizable B-480 y bombas de vacio B-270.

Analizador semi automdatico Microlab.

Centrifuga universal.
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3.2,

METODOLOGIA ANALITICA.

3.2.1. Estudio fitoquimico.

3.2.2. Recolecciodn, seleccion, secado y conservacion de la muestra.

Los tallos de Encelia canescens Lamarck “Hierba lingo” fueron recolectados de
forma manual con ayuda de pobladores del lugar, en el mes de junio del 2014
en el poblado de Huarangal distrito de Yauca del Rosario, provincia de Ica,
departamento de Ica, a una altitud de 750 a 1050 msnm. Una parte fue enviada
al Museo de Historia Natural de la Universidad Mayor de San Marcos, para su
clasificacion boténica.

Luego se selecciond los tallos enteros en buen estado, separarido manualmente
los deteriorados, manchados y con sefiales de ataques por hongos; luego
fueron sometidos a sequedad sin exposicion a los rayos solares en una
superficie limpia por un p'eriodo de 14 dias. Se obtuvo aprdxi;nadamente 1500

g de muestra vegetal.

3.2.3. Clasificacion taxonémica de la especie vegetal.

La autenticidad de la especie fue confirmada en el Museo de Historia Natural

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima- Pert (anexo 01).

3.2.4. Obtencion del extracto etandlico.

Se realiz6 por el método de reflujo, en un matraz de 2000 mL en el cual se
colocaron los tallos secos de la planta en mencidn y etanol de 96 °C. El proceso

de extraccion se realizé por espacio de 4 horas.

45



Posteriormente el extracto fue sometido a sequedad en un evaporador
rotatorio a presion reducida a una temperatura de 40 °C, obteniéndose 250 g
de extracto seco de color verde oscuro. 150 g del extracto etandlico fue
utilizado para realizar la toxicidad aguda y el efecto hepatoprotector, y 100 g
del extracto etandlico utilizado para réalizar el Screening fitoquimico.
* Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco de la obtencién del

extracto etandlico.
El porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco (%EES) fue de 6%.
Este resultado fue obtenido con la siguiente expresion:

Peso final del extracto seco

%EES = X100
Peso inicial de la muestra seca

250

%EES = X100
1500
%EES = 16.6

3.2.5. Screening Fitoquimico.

3.2.5.1. Obtencién de Fracciones.
Se utilizé 100 g del extracto etandlico la cual viene a ser la Fraccién A; del cual
se separd 2 mL para realizar la correspondiente reaccion de identificacidn.
Luego se extrajo con HCl al 1% (2X20 mL) empleando una pera de bromo, se

filtro y se obtuvo dos partes: la insoluble y la solucidn &cida (la soluble).
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Insoluble: Se lava hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente fue
disuelta con 5 mL de diclorometano, se seca con sulfato de sodio anhidro y se
filtra para obtener la Fraccion B.
Solucién acida: Se filtra y alcaliniza con Hidréxido de amonio y se extrae con
diclorometano (2X25 mL) obteniéndose dos fases:
Fase Diclorometanica: Se lava con 10 mL de agua destilada, luego la fase
diclorometdnica se seca con sulfato de sodio, se filtra y se obtiene la Fraccién C.
Fase Acuosa: Se satura con 5 g de sulfato de sodio anhidro y se extrae con
diclorometano: etanol (3:2) (2X25mL)} en una pera de bromo. Obteniéndose dos
faées:
Fase Organica: (Diclorometénica-etandlica). Se lava con la solucién de sulfato
de sodio anhidro reuniendo las fases acuosas.
Séguidamente la fase orgédnica se deshidrata con 1 g de sulfato de sodio
anhidro.
Se filtra y esto constituye la Fraccién D.
Fase Acuosa: A esta se adiciona los residuos acuosos obtenidos del lavado de la
fase orgdnica, esto constituye la Fraccion E.

3.2.5.2. Deteccién de grupos funcionales y metabolitos secundarios.
Separadas las fracciones se procedid a realizar sobre estas reacciones de
coloracién o precipitacion para identificar grupos funcionales y metabolitos

secundarios.
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e FRACCION A.

Déteccién de Taninos.

Reaccién de Gelatina — Sal: Se vierte 0,5 mL de extracto sobre 5 mL de solucién
de NaCl 5%, Gelatina 1% y Gelatina — Sal la precipitacién con este Ultimo
reactivo o con ambos el 12 y 22 es indicativo de la presencia de taninos, si
. solamente ocurre con el 19, podria ser un falso positivo.

Reaccién de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo se colocé 0,5 mL de la

Fraccion Ay se le agregé una gota de solucién acuosa de FeClz 1%.

La reaccién es positiva cuando aparecen colores de azul-negro, verde o azul
verdoso.

Deteccion de Aminodcidos.

Reaccidn de Ninhidrina: Sobre tiras de papel filtro se coloca con una pipeta

capilar:
a. Unagota de Fraccién A + una gota del reactivo Ninhidrina al 2%.
b. Blanco: Solucidn etandlica de Ninhidrina al 2%.

¢.  Testigo: Una gota de solucion de Metionina 5%.

Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel se colocan en la
estufa a 110 — 120 °C hasta la aparicion de un color en el blanco. Se compara
con la mancha azul violacea de la solucién testigo.

La reaccién es positiva si el papel de la muestra presenta un color azul violaceo.

48



Deteccion de Flavonoides.

Reaccion de Shinoda: En una placa se vertieron 3 gotas de la Fraccidon A,

limaduras de Mg, y 2 gotas de HCl concentrado.

La reaccién es positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado y
violeta.
e FRACCION B.

Deteccidon de Triterpenoides y/o Esteroides.

Reaccion de Liebermann Burchard: Sobre 1 mL de la fraccién se vertieron 5

gotas de acido acético y 3 mL de anhidrido acético/acido sulfirico (50:1).
La reaccidn es positiva si-aparecen coloresverde, azul verdoso {vias rojo o azul).
Deteccion de Antraquinonas.

Reaccién de Borntrager: Sobre el resto de la Fraccion B se agrega 5 mL de NaOH

5% y se agita suavemente.

La reaccién es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.
e FRACCION C.

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides.

Reaccion de Liebermann Burchard.

Deteccion de Cardendlidos.

Reaccién de kedde: Solucion A: acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en metanol. B:

Hidréxido de potasio 5,7% en agua. Mezclar a + b, volimenes iguales esto
constituye el reactivo (R).

Colocar en un tubo de ensayo 1 mg de muestra + 2 gotas del reactivo.
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Si la reaccion es positiva se formara un color ptrpura o violaceo.

Deteccion de Alcaloides.

El resto de la Fraccién C se evapora a sequedad y luego se agrega 2 mL de HCl
1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitaciéon, de Dragendorff, Mayer,
Hager y Wagner.

La reaccion es positiva si aparece un precipitado.

e FRACCION D.

Se evapord a sequedad y luego se agregé 2,5 mlL de etanol, efectuandose las
siguientes reacciones.

Deteccion de Flavonoides: Reaccién de Shinoda.

Deteccion de Leucoantocianidinas y Catequinas.

Reaccion de Rosenheim: A 2 mL de la Fraccién D se agregé 0,1 mL de HC
concentrado, se calienta durante 10 minutos a 100 °C, se enfria y se adiciona 2
mL de agua y 0,4 mL de alcohol amilico; agitar y observar el color en la fase
amilica.

La reaccion es positiva si aparece un color que va desde el rosado débil hasta
carmesi oscuro.

Si es rojo indica presencia de Antoncianidinas. Si es marrén indica la presencia
de Catequinas.

Deteccidén de Cardenélidos: Reaccién de Kedde.

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides: Reaccidon de Liebermann

Burchard.
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Deteccidn de Alcaloides: Reaccion de Mayer, Dragendorff, Hager y Wagner.

e FRACCIONE.

Deteccion de Flavonoides: Reaccion de Shinoda.

Deteccion de leucoantocianidinas: Reaccién de Rosenheim.
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3.3. EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA.
Para la evaluacidn de la toxicidad aguda se tuvo en cuenta el pringipio de las
3Rs 1%%1%) e emplearon ratones albinos hembras, sanas con un peso de 20 —
30 g, provista por el bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM). Se utilizaron 2 ratones de control y 5 ratones tratados. Lps animales
se mantuvieron durante el ensayo (14 dias) con alimentacién peletizada y

agua ad libitum, en condiciones ambientales estandarizadas.

3.3.1. Método Experimental.
Para el ensayo se empled la dosis limite, metodologia y diseﬁq experimental
descrito por las normas EPA (Agencia de Proteccién Ambiental) 870.1100, OECD
425 (Organizacién Econémica para el Comercio y Desarrollo) %1%} E| extracto
etandlico de Encelia canescens Lamarck “hierba lingo” fue administrada a una
dosis de 2000 fng/Kg de peso ﬁor Unica vez por via oral. El alimento fue
retirado 12 horas antes de comenzar el experimento y vuelto a suministrar 3
horas después de [a administracién. Durante el periodo de ensayo los animales
fueron observados individualmente durante los primeros 30 minutos, 2 horas, 8
horas, 24 horas, 48 horas, 7 dias hasta los 14 dias del experimento; para de
esta forma llevar a cabo el control de la mortalidad, comportamiento, consumo
de alimento y sintomas clinicos de toxicidad evidente. (108) | 3 evaluacion incluyé
la relacién que puede existir entre los ratones tratados y grupo control que
recibié el vehiculo (tween 10%). Dentro de las o'bservaciones de signos y

sintomas de toxicidad se determind: Ataxia, paralisis de patas anteriores y
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3.4.

posteriores, alarma, piloereccién, equilibrio, palidez, erecciéon de la cola,
actividad motora, reflejo corneal. Se controld el peso vivo de los animales en
los dias 1, 7 y 14 dias del experimento como uno de los pardmetros
demostrativos de toxicidad. Al finalizar el experimento se procedié al sacrificio
de los animales por inhalacion de éter etilico para el estudio
anatomopatoldgico macroscépico del cerebro, estémago higado, bazo,

pulmones, rifiones, e intestinos.

EVALUACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR.
Para el estudio se uso ratas hembras, raza Holtzman, con un peso promedio de
120 a 210 g, procedentes del bioterio de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM). Los animales se aclimataron una semana y se les pesé cada
dos dfas. Se les alimentd con dieta obtenida de UNALM y agua ad libitum, en

condiciones ambientales estandarizadas.

3.4.1. Método experimental.

Se procedidé a formar aleatoriamente los cinco grupos de estudio (n=5). Antes
del tratamiento con el extracto etandlico, se les retird el alimento y recibieron
por via orogéstrica durante cinco dias lo sefialado:

Grupo | (control normal) y grupo Il (control APAP) se les administré Tween 10%.
A los grupos lll, IV se les administré por via orogastrica el extracto etandlico de
los tallos de Encelia canescens Lamarck a dosis de 200 y 400 mg/Kg
respectivamente, mientas que a los animales del grupo V se les administré SIL

a dosis de 300 mg/Kg. Pasado 1 hora a todos los grupos I, Ill, IV y V, se les
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administré APAP a dosis de 250 mg/Kg. Después de 1 hora se procedio a la
realimentacion.
Al sexto dia, después de la administracion de los respectivos tratamientos a
todos los animales se les extrajo sangre por puncidn cardiaca para los ensayos
bioguimicos.

3.4.2. Ensayos Bioguimicos.
Se recolectaron muestras de sangre, se centrifugaron a 3000 r.p.m durante 10
minutos para obtener el suero, el cual se sometid a continuacién a la
determinacién de los niveles de las enzimas transaminasas: alanina
aminotranferasa (ALT o TGP), aspartato aminotransferasa (AST o TGO),
fosfatasas alcalina (FAL), proteinas totales y albimina.

3.4.2.1.  Determinaci6n de la alanina aminotransferasa (ALT o TGP).
Método.
Método IFCC (Federacién Internacional de Quimica Clinica) sin fosfato de
piridoxal.
Cinético UV.

Fundamento del método.

Determinacion cinética de la actividad de la alanina aminotransferasa (ALT)

L- Alanina + cetoglutarato el E Piruvato + L- Glutamato.

Piruvato + NADH + H il L- Lactato + NAD *

LDH: Lactato deshidrogenasa.
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Composicién de los reactivos.

Reactivo 1: R1

Tampon Tris, pH 7.50 (30 2C), L-Alanina, LDH.

Reactivo 2: R2

Cetoglutarato, NaOH.

Muestra.

Suero-

Material requerido.

Analizador semi automatico, Micropipetas, cronémetro.

Condicidén de la reaccion.

Longitud de onda 340 nm, temperatura 372C.

Procedimiento.

Programar en el -analizador la enzima que se va -analizar, la longitud de onday
temperatura. En primer lugar leer con agua destilada, en un tubo mezclar 200
uL del reactivo 1 y 50 ulL del reactivo 2, esperar 25 segundos y agregar 25 uL de
la muestra; mezclar y después de 50 segundos de incubacién medir el cambio
de absorbancia por minuto (A/min) durante 150 segundos.

Célculos de los resultados.

ALT (U/L)=A/min X 1746
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3.4.2.2. Determinacion de aspartato aminotransferasa (AST o TGO).
Método.
Método IFCC (Federacion Internacional de Quimica Clinica) sin fosfato de
piridoxal.
Cinético UV.
Fundamento del método.

Determinacion cinética de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST).

AST

L- Aspartato + cetoglutarato Oxalacetato + L- Glutamato.

Malato + NAD *

Oxalacetato + NADH + H* i MLDH :

T

MLDH: Malato deshidrogenasa.

Composicién de los Reactivos.

Reactivo 1: R1

Tampon Tris, pH 7.80 (30 2C), L-Aspartato, MLDH.
Reactivo 2: R2

Cetoglutarato, NaOH.

Muestra.

Suero

Material Regqerido.

Analiza&or semi automatico, Micropipetas, cronémetro.
Condicién de la Reaccion.

Longitud de onda 340 nm, temperatura 372C.
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Proc‘edimiento.
Programar en el analizador la enzima que se va analizar, 1a longitud de onda y
temperatura. En primer lugar leer con agua destilada, en un tubo mezclar 200
uL del reactivo 1y 50 uL del reactivo 2, esperar 25 segundos y agregar 25 uL de
fla muestra; mezclar y después de 50 segundos de incubacion medir el cambio
de absorbancia por minuto (A/min) durante 150 segundos.
Calculos de los resultados.
AST (U/L)=A/min X 1746

3.4.2.3. Determinacion de fosfatasa alcalina (FA).
Método.
Basados en las recomendaciones de la DGKC (Sociedad Alemana de Quimica
Clinica) y de la SCE {Comision de Enzimas de la Sociedad Escandinava de
Quimica Clinica y Fisiologia Clinica), enzimatico cinético.
Fundamento del método.
En presencia de iones de Mgz’y diatanolamida como aceptor de fosfatos, el
p-Nitrofenilfosfato es hidrolizado por las fosfatasas en fosfato y p—Nitrofeno‘I
(sustancia de color amarillo).

p-Nitrofenilfosfato + H, O FOSFATASA Alff‘f'f“ﬁ,

> fosfato inorganico + p-Nitrofenol

Composicion de los reactivos.

Reactivo 1:R1

Dietanolamida, pH 10.2, Cloruro de magnesio.
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Reactivo 2:R2
p-Nitrofenilfosfato
Muestra.
Suero
Procedimiento.
En el analizador programar la longitud de onda 405 nm, temperatura 37 °C. En
primer lugar leer con agua destilada, en un tubo mezclar 250 ulL del reactivo 1y
80 ulL del reactivo 2, esperar 25 segundos y agregar 5 uL de la muestra; mezclar
y después de 50 segundos de incubacién medir el cambio de absorbancia por
minuto (A/min) durante 75 segundos.
Calculo.
FAP U/L= A/minFX 2750
3.4.2.4. Determinacion de proteinas totales.
Método.
Biuret.
Fundamento del método.
Las proteinas séricas forman un complejo colorado en presencia de sales de

cobre en un medio alcalino.

Proteinas + Cu** complejo colorado.

Composicidn de los reactivos.

Reactivo: R
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Yoduro de potasio, tartrato de potasio y sodio, sulfato de cobre,
hidroxido de sodio, estandar y albamina.

Muestra.

Suero.

Procedimiento.

En el analizador programar la longitud de onda 546 nm, temperatura de 37 °C.
Se procede como se muestra en latabla N2-02.

TABLA N2 02. Preparacion de la muestra.

Blanco Calibracion Prueba

Agué' | 3uL . - | T
destilada

Muestra - - 3uL

Mesclar y leer la absorbancia (A) tras 11 minutos y 30 segundos de incubacién.
Calculo de resultados.
A de la muestra.
Xn n= Concentracion del estandar.
A de estandar.
3.4.2.5. Determinacion de albiimina.
Método.

Colorimétrico.

BBG (vefde de bfomocresol)
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Fundamento del método.

Determinacion colorimétrica de la albumina utilizando verde de bromocresol a
pH 4,20.

Alblmina +BBG =~ _P1420 o Albimina-BBG complejo.

Composicidn de los reactivos.

Reactivo R

Tampén de succinato pH 4.20, verde de bromocresoi, Bnj 35
estandar, albtimina bovina.

Muestra.

Suero.

Procedimiento.

Programar la longitud de onda 800 nm, temperatura de 37 °C.

Proceder como se muestra en la tabla N2 03.

TABLA N2 03. Preparacion de [a muestra.

Blanco Calibracidn Prueba
[ ReactivoR- - ' .310uL “%. .. .310uL" . - .310uL |
Agua 2uL - -
destilada
| Estandar. ol i ]
Muestra - - 2ul

Mezclar y leer la absorbancia después de 25 segundos de incubacidn.
Calculo de los resultados.
A muestra Xn n= concentracion del estandar.

A estandar
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3.4.2.6. Anilisis histopatoldgico.
Para fa evaluacion histopatoldgica las muestras de higados extraidas de las
ratas tratadas fueron fijadas en formol al 10%, luego se hicieron los
correspondientes cortes histopatolégicos.

3.4.3. Analisis estadistico.
Los resultados obtenidos en este estudio se expresaron en valores promedios y
sus desviaciones estandar, efectudndose ademds pruebas inferenciales entre los
grupos experimentales, paramétricas y no paramétricas. Se trabajé con un nivel
de significacién de 0,05; considerandose significativo un p<0,05. El andlisis de los
resultados se realiz6 usando los programas Stata for Windows {versién 12,0}y

Graph Pad Prism for Windows (versién 6,05).
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IV. RESULTADOS




4.1. ESTUDIO FITOQUIMICO.
4.2. Clasificacion taxondmica.
Como resultado de la clasificacion Taxondémica segln la Clasificacion de
Cronquist (1988) y determinado por el Mag. Hamilton Beltran.
Divisidn: Magnoliophita
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Encelia
Especie: Encelia canescens Lamarck

Nombre vulgar “hierba lingo”
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4.3. Scrining Fitoquimico.
TABLA N2 04. Resultados del Screening Fitoquimico del extracto etandlico de

Encelia canencens Lamarck.

FRACCIONES METABOLITOS RESULTADOS

Esteroides/Triterpenos +

B Antraquinonas +

ardendlidos

€

Fla;/onoides +
D Leucoantocianidinas -
Cardendlidos -
Esteroides/triterpenos +

Alcaloides -

Fuente: los autores; Si
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4.4. TOXICIDAD AGUDA.

4.4.1. Comportamiento del peso corporal.
La administracién der producto a dosis limite 2000 mg/Kg no afectd el
incremento de peso de los animales respecto al grupo control, comportidndose
dentro de los parametros establecidos del modelo biolégico, como se puede

apreciar en las Tablas N2 05 y 06.

TABLA N2 05. Relacidn de la media de pesos corporales y su variacion en el

grupo control.

Grupo Peso corporal en (g)

control Dia 1 Dia7 Dia 14 AP
1 25 26 27 2
2 27 29 : 29 2

Promedio 26 27,5 28 2
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TABLA Ne 06. Relacién de la media de pesos corporales y su variacién en los

grupos tratados.

Grupos ' | Peso corporal en (g)

tratados Dia 1l Dia 7 Dia 14 AP
1 25 26 27 2
2 24 25 28 4
3 28 28 30 2
4 27 29 30 3
5 26 27 29 3

Promedio 26 27 28,8 2,8

4.4.2. Sintomas clinicos.
Las observaciones clinicas durante el periodo de ensayo no arrojaron
alteraciones en los diferentes sistemas estudiados. Los pardmetros evaluados
permanecieron normales en los animales tratados como: actividad motora,
reflejo corneal, consumo de alimento y agua, y ausencia de ataxia, parélisis de
patas anteriores y posteriores, alarma, piloereccidon, palidez, ereccién de la cola.

La supervivencia fue de un 100 por ciento.
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4.4.3. Examen anatomopatolégico macroscépico

El estudio del exdmen anatomopatoldgico macroscdpico de los 6rganos cerebro,
estémago higado, pulmones, rifiones, e intestinos, buscando posibles signos de
toxicidad, no evidenciaron alteraciones patoldgicas en los 6rganos analizados en

comparacién con el grupo control.

4.5. EFECTO HEPATOPROTECTOR.

TABLA N2 07.Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre

valores de AST en ratas con dafio hepatico inducido por paracetamol.

Grupo Experimental Vé’lores de AST U/L Promedio % D.E.

APAP 250 mg/Kg"" 254,6 + 6,0

APAP ;l-.I‘E‘xtractdetanéIico He Eﬁéélia 81,6 + 6,8

canescens Lamarck 400 mg/ kg‘m ‘

(1) Hay diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un

p<0,05 Test de Kruskal Wallis.
(11) Posee diferencia significativa con respecto al APAP p < 0,05 Test de Dunns.
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300.00 -

H Control
250.00
i3 APAP
< 200.00
=)
$ 150.00 E3 APAP + Extracto etanolico
2 200 mg/Kg
> 100.00
B APAP + Extracto etanolico
50.00 400 mg/kg

- «
0.00 Silimarina 300 mg/kg

Control APAP APAP+  APAP+ Silimarina
Extracto Extracto 300

etanolico etanolico mg/kg*
200 mg/Kg 400 mg/kg
Grafico 01
Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre
valores de AST en ratas con dafio hepdtico inducido por paracetamol

En la Tabla N2 07. se observa los niveles séricos de AST, en donde se observa una
diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un p<0,05 (Test
de Kruskal Wallis), se observa que el grupo APAP produjo mayores niveles (254,6
U/L) que el grupo control (54 U/L) y el grupo del extracto etandlico de ECL de 400
mg/Kg produjo menores niveles (81,6 U/L). Sin embargo, al comparar el grupo de
Silimarina a 300 mg/Kg (65 U/L) con grupo APAP tuvo una diferencia significativa

a un p<0,05 (Test de Dunns).

68



TABLA N2 08. Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre

valores de ALT en ratas con dafio hepatico inducido por paracetamol.

Grupo Experimental Valores de ALT U/L

Promedio  D.E.

;%(Cén,trpl‘“ | |
APAP 350 mglkg T T T T g Ty e
7+v Extractc} etanélicq :d? En‘ce‘lia' canescens. o 83,4 6,5
fLamarck 200mg /Kgm K 3 | g l
’I-{PAI; ;Ext}gzto etan h|lEO def Er;celia cbnescehﬁ 68,2 + 4,7MW
Lamarck 400 mg/kg"
'APAP + Silimarina300mg/kg™ 538 T+ 68

(1) Hay diferehcia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un
p<0,05 Test de Kruskal Wallis.
(11) Posee diferencia significativa con respecto al APAP p < 0,05 Test de

Dunns.
160.0 B Control
140.0
_, 1200 & APAP
S 100.0
v
g 3800 APAP + Extracto etandlico
[=]
= 60.0 200 mg/Kg
> 400
' ® APAP + Extracto etandlico
20.0 400 mg/kg
0.0

Control APAP APAP+  APAP+ Silimarina Silimarina 300 mg/kg*
Extracto  Extracto 300

etandlico etandlico mg/kg*
200 mg/Kg 400 mg/kg

Grafico 02
Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre
valores de ALT en ratas con dafio hepatico inducido por paracetamol
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Enla 1;abla N2 08. se observa los niveles séricos de ALT, en donde se observa una
diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un p<0,05 (Test
de Kruskal Wallis), se observa que el grupo APAP produjo mayores niveles (139.0
U/L) que el grupo control (50 U/L), vy el grupo del extracto etandlico de ECL de
400 mg/Kg produjo menores niveles (68,2 U/L). Sin embargo, al comparar el
grupo de Silimarina a 300 mg/Kg (53,8 U/L) con grupo APAP tuvo una diferencia

significativa a un p<0,05 (Test de Dunns).

TABLA N¢ 09. Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre

valores de Fosfatasa Alcalina en ratas con daifo hepatico inducido por

. paracetamal.
Grupo Experimental Valores de Fosfatasa Alcalina
U/L Promedio % D.E.
Control” C e 2?0,6» * 9,9 %
APAP <350 mg/kg"" TTTTe00 559 5
0 14

APAP + Extracto etanélico de Encelia” - - 5118

| canescens Lamarck 200 mg/Kg" .

é;
i
:
|
{
|

APAP + Extracto. etahélico de Encelia 358,0

e 8,6
canescens Lamarck 400 mg/ kg‘m
APAP + Silimarina 300 mg/Kg"™" ' 3176+ . 316

(1) Hay diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un
p<0,05 Test de Kruskal Wallis.
(1) Posee diferencia significativa con respecto al APAP p < 0,05 test de Dunns.

70



700.0
1 & Control

600.0 ]
2 500.0 + 0O APAP
)
a 400.0
6 300.0 @ APAP + Extracto etandlico
[y}
> 200.0 200 me/Kg

100.0 1 B APAP + Extracto etandlico

400 mg/kg
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Control APAP APAP+  APAP+ Silimarina  E Silimarina 300 mg/kg*
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etandlico etandlico mg/kg*
200 mg/Kg 400 mg/kg

Grifico 03
Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre
valores de Fosfatasa Alcalina en ratas con dafio hepatico inducido
por paracetamol

EN LA TABLA N2 09. se observa los niveles séricos de FA, en donde se observa
una diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a un p<0,05
(Test de Kruskal Wallis), se observa que el grupo APAP produjo mayores niveles
(620,0 U/L) que el grupo control (250,6 U/L), y el grupo del extracto etandlico de
ECL de 400 mg/Kg produjo menores niveles (358,0 U/L). Sin embargo, al
comparar el grupo de Silimarina a 300 mg/Kg (317,6 U/L) con grupo APAP tuvo

una diferencia significativa a un p<0,05 (Test de Dunns).
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TABLA N2 10. Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre

valores de Proteinas Totales en ratas con dafio hepatico inducido por

paracetamol.
Grupo Experimental Valores de Proteinas totales g/dL
Promedio + D.E.
o R
APAP + Extracto etanolico de Encelia 49 : + 03
:ca,n;escensr Lamarck 200 mg/ Kg“)‘ ,
APAP + Extraéto eténoliéo dé Ehéeli; 4.,7-‘ ) ii 0,6
canescens Lamarck 400 mg/kg "

APAP +Silimarina300mg/kg™ - 53 &+ .. 04

(1) Hay diferencia estadisticamente significativa entre todos [os grupos a un
p<0,05 Test de ANOVA.
(1) Posee diferencia significativa con respecto al APAP p < 0,05 test de Tukey
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7.0 1
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6.0 4
3 >0 7 © APAP
w0 4.0 -
o
§ 3.0 2 APAP + Extracto etandlico
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1.0 1 B APAP + Extracto etandlico

400 mg/k
0.0 - . . : elke
Control APAP APAP + APAP +  Silimarina Silimarina 300 mg/kg*

Extracto  Extracto 300 mg/kg*

etandlico  etandlico
200 mg/Kg 400 mg/kg

Gréfico 04
Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre
valores de Proteinas Totales en ratas con dafio hepatico inducido por
paracetamol

En [a Tabla N2 10. se observa los niveles séricos de Proteinas Totales, en donde
se observa una diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos a
un p<0,05 (Test de ANOVA), se observa que el grupo APAP produjo menores
niveles (4.5 g/dL) que el grupo control (6.0 g/dL), v el grupo del extracto
etandlico de ECL de 400 mg/Kg produjo mayores niveles (4.7g/dL). Sin embargo,
al comparar el grupo de Silimarina a 300 mg/Kg (5.3 g/dL) con grupo APAP tuvo

una diferencia significativa a un p<0,05 (Test de Tukey).
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TABLA N2 11. Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre

valores de Albimina en ratas con dafio hepatico inducido por paracetamol.

Grupo Experimental Valores de Albimina g/dL

Promedio  D.E.

L . o A | e
APAP + 250 mg/Kg™" 3,1 + 0,6
§‘APAP +Extracto etandlico de Encelia =~ 3,3 4 0.4

| canescens Lamarck 200 mg/Kg"

o, s it

APAP + Exfracto etandlico de Encelia 3,3

+ i -

0,2

canescens Lamarck 400 mg/kg"

§,APAP+Silimaﬁna30’0‘mg‘/Kg";'A"‘ L 037 1 £ . 04

(1) Hay diferencié estadisticamente significativa entre todos los grupos a un
p<0,05 Test de ANOVA.

(1) Posee diferencia significativa con respecto al APAP p < 0,05 test de Tukey.

B Control

APAP

APAP + Extracto etandlico
200 mg/Kg

Valores g/dL

B APAP + Extracto etandlico
400 mg/kg

Contro! APAP APAP+  APAP+  Silimarina & Silimarina 300 mg/kg*
Extracto  Extracto 300 mg/kg*
etandlico  etandlico
200 mg/Keg 400 mg/kg

Grafico 05
Efecto del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck sobre
valores de Albimina enratas con dafio hepatico inducido por
paracetamol

74



En la Tabla N2 11. se observa los niveles séricos de Albumina, en donde se
observa una diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos aun
p<0,05 (Test de ANOVA), se observa que el grupo APAP produjo menores niveles
(3.1 g/dL) que el grupo control (4.0 g/dL), y el grupo del extracto etandlico de ECL
de 400 mg/Kg produjo mayores niveles (3.3 g/dL) que el grupo APAP. Sin
embargo, al comparar el grupo de Silimarina a 300 mg/Kg (3.7 g/dL) con grupo

APAP tuvo una diferencia significativa a un p<0,05 (Test de Tukey).
4.6. ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO E HISTOPATOLOGICOS.
Los resultados de los pesos se muestran en la Tabla N2 12.

En el andlisis histopatoldgico se observaron por cada lamina en el microscopio de
luz a 10X y 40X. Los hallazgos microscépicos se analizaron por campos y se
compararon con patrones de morfologia tisular y celular de higado normal de

rata. (Ver Tabla Ne 12 y 13).
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TABLA N2 12. Examen macroscopico y microscépico de las muestras de higados de

los diferentes grupos.

MUESTRA

Control

EXAMEN

MACROSCOPICO: -

Hl’ga uepsa 4g

Mide 3.5x3x1cm se
incluye muestra
representativa 1c

" EXAMEN -
MICROSCOPICO
HISTOLOGIA.
Arquitectura
hepética conservada

-DIAGNOSTICO.

Sin lesion celular

APAP 250 mg/Kg

Higado que pesa 9 g.

Mide 3x2 .5x1cm, se
incluye muestra
representativa 1c.

Arquitectura
hepatica conservada
Degeneracion
vacuolar en el 100%
y macroestatosis
(70%).

Estatosis de grado
moderado (70%)
Lesion celular
reversible en el
100%.

Arquitectura

representativa 1c.

vacuolar (30%).

APAP + Higado que pesa 7 g. hepatica conservada. Lesion celular
Extracto 200 Mide 4.5x2.5x1.5cm Centro lobulillar reversible de los
mg/Kg. se incluye muestra conservado. hepatocitos (100 %).
representativa 1c. Zona portal normal
Hepatositos con
degeneracién
vacuolar en un
100%. :
Arquitectura Microestatosis 30%.
APAP + Extracto Higado que pesa 6 g.  hepdtica conservada.
400 mg/Kg. Mide 4.5x2.5x1se Central lobulillar:
incluye muestra conservado
representativa 1c. Zona portal normal
degeneracion
vacuolar en el 20%.
Higado que pesa5g. Arquitectura
Silimarina 300 Mide 2.5x2x1cm, se  hepdtica conservada. Lesion celular
mg/Kg. incluye muestra Degeneracion reversible de los

hepatocitos (20%).
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TABLA N2 13. Cambios histopatolégicos de muestras de higado de los diferentes
grupos.

i Cambios Control APAP 250: © APAP+ - “APAP+ APAP +
- Histopatoldgicos - mg/kg extracto éxtracto - Silimarina

etandlico - -etandlico 300mg/fkg
ECL 200 £CL 400
mg/kg mg/kg
Ausente ' Presente’’

Esteatosis s Presente
Microvesicular Py )

Presente++ Ausente Ausente

 Esteatosis: Ausente Ausente
- Macrovescular ‘
Colestasis Ausente -Ausenté: s Ausente ..:. Ausente . -Ausente i
| Apoptasis . Ausente Presente Ausente Ausente Ausente
Degeneracion Ausente Presente- .’ -Presente++ -~ Presente+.: Presente + |
Vacuolar S gy Y S A
- Dafio celular ¥ Ausente  Lesion Lesidn Colestasis Lesion

celular celular de grado celular
hepatica hepatica leve hepdtica
reversible  reversible esteatosis reversible
100% de grado 30%lesion 10%
esteatosis  severo celular esteatosis
70%. (100%) hepadtica 20%

reversible

30%
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V. DISCUSION




La Encelia canescens Lamarck tiene propiedades galactéfora, analgésica y contra la

retencién de orina 7).

En cuanto a la determinacion de los metabolitos secundarios se obtuvieron a partir
del extracto etanélico mediante un esquema de screening fitoquimico descrito por
Look en 1994 “%V: como se puede apreciar en la tabla N2 04, casi todas las
fracciones presentan grupos de compuestos con reconocida actividad

hepatoprotectora como flavonoides.

Para el estudio de toxicidad aguda se plantea que si no existe informes anteriores
de toxicidad de la sustancia que se investiga es posible utilizar una dosis limite de
2000 mg/Kg de masa corporal para determinar la dosis letal 5o lo que se ajusta
nuestro estudio dado que la sustancia eh estudio no tuvo toxicidad en su extenso

de uso tradicional.

En lo referente al dafio hepatico, el paracetamol se metaboliza de un 90-95% a nivel
hepdtico y su excreciéon es por el rifion, ademds es un medicamento que
administrado a elevadas dosis o el uso crdnico se asocia comlnmente con la
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad en los seres humanos y los animales %7, La
toxicidad hepética producida por el paracetamol ha sido descrita por diversos
autores & 5%5%53.56.64) geoiin Boyd, 1966 y Goldstein, 2002 el dafio a nivel hepético
puede ser evaluado de diversas formas; una de ellas la constituye la medicién de la
actividad de enzimas como transaminasas, fosfatasa alcalina, proteinas totales y
albimina, cuya elevacion en suero evidencia el dafio celular que causa el

paracetamol.
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En nuestro estudio se evidencia una marcada elevacion séricos de AST, ALT, FA; y
una disminucion de Proteinas totales y Albimina en las ratas tratadas con APAP a
dosis de 250 mg/Kg de peso, indicando la generacién de dafio hepatico que pudo
ser corroborado por el estudio histopatoldgico donde se muestra que los higados
de las ratas que recibieron solamente paracetamol fueron los que presentaron
mayores signos de dafio celular. Sin embargo, las enzimas séricas estan cerca del
valor normal en los grupos tratados con el extracto etanélico de Encelia canescens
Lamarck; el extracto de 400 mg/Kg posee un efecto similar a la Silimarina a dosis de
300 mg/Kg. En comparacion con los otros estudios como de Arnao-Salas y col en el
2012 ® determinaron el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Yacén, no
observaron efecto sobre el nivel de AST pero si de otras enzimas concluyendo que
poseia un efecto hepatoprotector similar al Farmaco Silimarina.

Sin embargo Troncoso y col en el 2007 ®Y, evaluaron el efecto hepatoprotector del
perejil midiendo las enzimas transaminasas y otras cuyos valores disminuyeron en

comparacién con el farmaco Purinor.

Resumiendo los datos obtenidos hasta aqui, podemos decir que la intoxicacién con
paracetamol a la dosis de 250 mg/kg en ratas hembras, evidenciada por las
actividades aumentadas de AST, ALT, FA y disminuidos de Proteinas totales y

Albtimina fue atenuada por la administracién de ECL.

La eficacia del efecto hepatoprotector se le puede atribuir principalmente a la

presencia de compuestos fenélicos entre ellos los flavonoides {19 108 109, 110) o
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La eficacia del efecto hepatoprotector se le puede atribuir principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos entre ellos los flavonoides (106, 208, 109, 110) oy
sinergismo con otros metabolitos como esteroides, triterpenos y Antraquinonas.
Por otra parte se ha demostrado la fuerte relacién entre los fenoles y la actividad

L. , 113 . . .
antioxidante (1'% 112 ); los cuales podrian secuestrar los radicales libres generados

durante el metabolismo del paracetamol.

Estos estudios proporcionan una base cientifica para comprender uno de los
posibles mecanismos de accién de Encelia canescens Lamarck “hierba lingo”, en el

uso de la medicina tradicional y abren el camino a futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES




Como resultado del screening fitoquimico realizado al extracto etandlico de
Encelia canescens Lamarck “hierba lingo” hemos determinado la presencia de
los siguientes grupos de metabolitos secundarios: flavonoides, aminoacidos,

antraquinonas, triterpenos y esteroides.

En la determinacion de la 'toxicidad aguda a dosis limite, la dosis letal 5o se
encuentra por encima de 2000 mg/kg, clasificandose el producto como no
toxico segln la tabla de Williams publicada en el Manual de Técnicas de
Investigacion CYTED 1995 para producto§ naturales administrados por via
orogastrica en ratones.

En la evaluacién del efecto hepatoprotector, el extracto etandlico de Encelia
canescens Lamarck a dosis de 400 mg/Kg fue el que presentd mayor actividad.
Al comparar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de Encelia
canescens Lamarck y de la Silimarina, se puede observar que la dosis de 400
mg/Kg del extracto etandlico de Encelia canescens Lamarck posee un efecto
similar en comparacién con el farmaco de control.

En los estudios histopatologicos se pudo corroborar las lesiones hepéticas que
presenté el grupo tratado con APAP, mientras que estas lesiones estan
disminuidas en el grupo tratado con el extracto etandlico de Encelia canescens
. Lamarck, lo cual se estaria evidenciando el gran efecto hepatoprotector de Ia

planta.
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RECOMENDACIONES




Aislar y elucidar los compuestos del extracto etandlico £CL “hierba lingo”
para determinar los posibles metabolitos responsables del efecto
hepatoprotector.

Realizar ensayos bioldgicos con extracto de flavonoides purificado para
comprobar el efecto hepatoprotector.

Determinar la actividad antioxidante con los compuestos fendlicos

aislados.
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ANEXOS



Anexo N2 01. Clasificacidon taxondémica de la planta

E‘C!",N-S T,;’vN‘;c«x’fA:- ‘Nqazs,-usm-zpm" "

SR JEFA o ;'. HERBAMQ S MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL; DE’: o
: m‘uwwmsmm NACIONAL MAY‘OR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

) La muestra vegetai {tallo, ho;a ¥ ﬂcr} reéibida de Detssy FERNB\NDEZ LANDA ¥’
\ﬁ’asmma COCHACKHT ALFARG Ha sido estudiada y clasificads como! Encelia.

. ganescens Lasmgrcle v tigne.la sipuiente POSICion taxonomica, segun et S\stpma de
Clasificacdo de Cronguist {1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA o L e

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

BUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE

GENERO: Encelia

; *3»::mbre vuigar "‘hxerba hngo”
‘Digtérminado por Mag Ham»!mn Beltran

esmc}ms
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Anexo N2 02, Ubicacidn en los campos de Encelia canescens Lamarck.
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ANEXO N° 03. Obtencion del extracto etandlico Encelia canescens Lamarck.

MUESTRA VEGETAL SECA

REFLUJO

/

FILTRADO

CONCENTRADO

EXTRACTO
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ANEXO N2 04. Experimento de toxicidad aguda.

ADMINISTRACION DEL
EXTRACTO A 2000 mg/Kg

EVALUACION DEL
COMPORTAMIENTO
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Anexo N2 05.Experimento de Efecto hepatoprotector.

RATAS

ADMINISTRACION DEL
EXTRACTO Y APAP

EXTRACCION DE SANGRE
POR PUNCION CARDIACA

OBTENCION DE LA
'SANGRE
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Anexo N2 06. Determinacion de las distintas enzimas.

CENTRIFUGAR LA MUESTRA

EXTRACCION DEL
SUERO

MEZCLAR CON LOS
REACTIVOS

LECTURA DE LA
MUESTRA

RESULTADOS
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ANEXO N° 07. Diseccion de las ratas.




ANEXO N° 08.Muestras de higados de los diferentes grupos tratados.

CONTROL

EXTRACTO
200 mg/Kg

APAP

EXTRACTO
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ANEXO N° 9. Conservacion de los higados en formol al 10 % para el estudio.
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Anexo N2 10. Cortes histopatoldgicos.

GRUPO CONTROL
Higado normal. 40X
Arquitectura hepatica
conservada.

APAP 250 mg/Kg

a. Presencia de esteatosis,
Higado graso.
b. Degeneracion vacuolar.
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Extracto de 200 mg/Kg

Sinoides hepaticos dilatados.

a. Zona portal normal
b. Microesteatosis (20 %)
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Silimarina 300 mg/Kg

Microesteatosis.
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Los Qunmlcos E'a_rhwa:c"él_x.tiéb‘s" que 's»,;‘us»c’ﬁben:_ :

. HACEN CONSTARQUE: " =

H'a‘n" reviéadd"él 'bor'rad‘o’r‘de tesis ”—Tbi‘(icidad’- aguda y efecto h'épat'dprdtector del”” h
~extracto etanohco de Ios tallos de Encella canescens Lamarck en. ratas en un modelo e

;','_',~_de mtoxncacxon con acetamlnofen que desarrollaron los Bachxlleres COCHACHI-'-‘.”

FA',A.‘_,ALFARO Yasmma y FERNANDEZ LANDA De:ssy le Y los conSIderan apto para Ia:‘ )

e presentacnon y para que prevxo tramlte le emlta la resolucnon de aprobacxon

 adsdenovenbredelzons
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