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INTRODUCCION

En nuestro medio las enfermedades hepaticas representan un problema de salud a nivel
mundial con importantes repercusiones, debido a la cantidad de funciones que realiza el
higado que a menudo puede ser atacado por ciertos compuestos quimicos ingeridos en la
dieta, diversas sustancias toxicas (humo del cigarrillo), radiaciones electromagnéticas,
ozono Yy algunos medicamentos (paracetamol) pueden ejercer su accion nociva en el
organismo a traveés de la generacion de radicales libres, los que pueden dafar
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, como consecuencia de ello, dafiar
seriamente las membranas celulares, particularmente se evidencia a través de la
hepatotoxicidad. (2)

Las enfermedades hepaéticas tienen una importante prevalencia en Latinoameérica, de una
manera similar a lo que ocurre en el resto del mundo. (4) Segun datos del Centro
Latinoamericano y Caribefio de Demografia (CELADE), las enfermedades hepaticas se
encuentran entre las veinte primeras causas de mortalidad, ya que por cada 10.000
habitantes se reportan 1.385 casos anuales. (27)

El Ministerio de Salud Publica en el Ecuador (2007), menciona que las enfermedades
hepéticas son la novena causa de mortalidad en el pais, pues afecta al 3.1% de la
poblacién ecuatoriana, mientras que en la provincia de Chimborazo, afecta al 2.2% de la

poblacién de esta localidad. (45)

Existen mas de 900 drogas que se han implicado en el dafio hepaticoy es la razon mas
frecuente para retirar un medicamento del mercado. Muchos elementos quimicos causan
dafio subclinico, es decir, que no se manifiesta con alguna sintomatologia y que se
presentan solo con resultados anormales de las enzimas hepaticas. La hepatotoxicidad es
responsable de un 5% de todos los ingresos hospitalarios y un 50% de todas las causas

de insuficiencia hepatica aguda. (5)

Dentro de los xenobidticos transformados por el higado se encuentra el acetamonifén o
paracetamol que utiliza la via de conjugacion con glucoronato (95%) y la conjugacion
con glutatién para su excrecion (5%). Cuando hay un exceso de paracetamol, ambas vias

se sobresaturan produciéndose en exceso del metabolito NAPQI (Nacetil- p-



benzoquinonemina), el cual se acumula fijandose por enlace covalente a aminoécidos de
enzimas y otras proteinas hepaticas a las cuales inactiva; desencadenando lesiones
hepéaticas fundamentalmente necrosis centrolobulillar (23). En el caso de estudios de
toxicidad hepéatica mediada por paracetamol en ratas, éste producia alteraciones a dosis
medias de 200 mg/kg, generando un cuadro de necrosis hepética irreversible, el cual
podia llegar a comprometer otros dérganos como el rifidbn y corazon produciendo
insuficiencia renal y alteracion miocardica respectivamente (44).

Desde 1975, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la importancia
de las medicinas tradicionales en el control de la salud y ha generado un programa
orientado a la promocion de la medicina tradicional en los paises desarrollados. (21)
Diversas investigaciones han descubierto compuestos que presentan efectos protectores
hepéticos y cuyo uso seria fundamental en diversas patologias como las hepatopatias
inducidas por farmacos, hepatopatias virales, entre otras. Dentro de éstos tenemos una
amplia gama de plantas medicinales, en la que destacamos a la planta del boldo, (Peumus
boldus), es un arbol dioico de la familia Monimiacea cuyas hojas tienen un uso
medicinal. Esta planta crece en los pastos interandinos y laderas de Chile, Per( vy
Ecuador; ademas de ser cultivada en otros paises (6). Las infusiones acuosas de hojas
secas de boldo (Peumus boldus) se han utilizado por mucho tiempo como un digestivo
casero y como terapia coadyuvante para las enfermedades cronicas de higado. Entre las
muchas cualidades medicinales que se le atribuye a las hojas del boldo se incluyen
propiedades coleréticas y colagogas, ademas de ser considerado como estimulante y
protector hepatico frente a diversos agentes potencialmente nocivos (14).

Diversos estudios demuestran los efectos colagogos y coleréticos del boldo en animales y
ademas, se observo que la dosis toxica para una rata es de 1 g/kg de peso (3).

Mediante la realizacion del presente estudio en la Escuela de Bioquimica y Farmacia de
la ESPOCH, se comprobd el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de boldo, para
esto se utiliz6 ratas de experimentacion con lesiones hepéaticas inducidas por la
administracion de paracetamol, demostrandose que logra reducir los niveles de ASAT y
ALAT en sangre y gracias a los exdmenes histopatoldgicos se demostrd cuél es la dosis
efectiva, lo que permite mejorar la calidad de vida de pacientes que padecen afecciones

hepaéticas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 PARACETAMOL

O
, HO

FUENTE: PARACETAMOL.http://www.facmed.unam.mx/bmnd/gi_2k8/prods/PRODS/Paracetamol.htm.2012-01-11

FIGURA No. 1 PARACETAMOL

El paracetamol es un analgésico para aliviar dolores musculares, articulares, menstruales,
de espalda, garganta, cefaleas y combate la fiebre, aunque a diferencia de la aspirina, no
posee propiedades antiinflamatorias. En dosis adecuadas no suele presentar efectos
secundarios, por lo que suele recomendarse para nifios. Este componente esta presente en

diversos medicamentos. (53)

El principio activo del paracetamol es el acetaminofén, el cual no altera la coagulacion,
ni la mucosa gastrica y por lo general, no produce reacciones alérgicas. No obstante,

existen contraindicaciones para ciertos casos.

Una sobredosis de paracetamol puede provocar dafios importantes en el higado, incluso

puede llegar a ser mortal. (53)

1.1.1. Mecanismo de accién del paracetamol

El paracetamol no es toxico. Su toxicidad es debida a la accion del metabolito intermedio

(NAPQI) generado al biotransformarse a traves de la via oxidativa hepatica. A dosis



terapéuticas, el NAPQI generado se une al glutation intracelular y a otros compuestos
tidlicos formandose un conjugado atoxico.

En sobredosis, cuando la cantidad de paracetamol supera una dosis critica (generalmente
150 mg/kg), las vias de glucuro y sulfoconjugacion se saturan incrementandose la
proporcion de paracetamol que seguira la via oxidativa. Ello aumenta la velocidad y la
produccién de NAPQI precisandose mas glutation para neutralizarlo. (47)

Cuando las reservas de glutation hepatico descienden por debajo de un 30%, el NAPQI
libre ejerce su accion téxica sobre el hepatocito uniéndose mediante un enlace covalente
al locus neutrofilico de determinadas proteinas intracelulares, pudiendo producir la
muerte celular. La necrosis inicialmente se concentra en la zona Ill centrolobulillar ya
que es aqui donde hay un mayor metabolismo oxidativo extendiéndose al restante
parénquima hepatico en los casos mas severos.

Un mecanismo de accion similar (formacion de NAPQI a través del P450 renal) se ha
sugerido como causa de la necrosis tubular que ocasionalmente también acaece en esta
intoxicacion. (47)

Aparte de este mecanismo oxidativo, se han propuesto experimentalmente otras vias
fisiopatologicas complementarias o, incluso, determinantes del dafio hepético y
extrahepatico: formacion de radicales libres, cambios isquémicos en la microcirculacion,
trastornos de la homeostasis célcica, inhibicién de la cadena respiratoria mitocondrial.
(47)

1.1.1.1. 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.

o FEtapa I (primeras 24 h): Puede haber nduseas, vomitos, letargia, aunque puede
ser completamente asintomatico.

o« Etapa Il (24 a 72 h): Comienzan las evidencias de hepatotoxicidad en los
examenes de laboratorio, al mismo tiempo que los sintomas iniciales pueden
cambiar por dolor en hipocondrio derecho, con hepatomegalia. Puede aparecer

concomitantemente oliguria y pancreatitis.



o Etapa Il (72 a 96 h): Se llega al m&ximo de elevacion de transaminasas,
llegando en ocasiones a exceder de 10.000 IU/mL. Clinicamente puede
haber ictericia, encefalopatia y coagulopatia. EI 25 a 50% de los afectados
presenta concomitantemente insuficiencia renal por necrosis tubular aguda.

o Etapa IV (4 dias a 2 semanas): Los pacientes que sobreviven la etapa anterior
entran a una etapa de recuperacion cuya duracion depende de la gravedad del
compromiso inicial. Los cambios histoldgicos afectan preferentemente a la zona
I11 (centrolobulillar), que es la de mayor concentracion de CYP2EL. No hay casos

reportados de dafio hepético cronico por paracetamol. (46)

1.1.1.2 Contraindicaciones del paracetamol

El uso continuo de este farmaco o una sobredosis, pueden ocasionar hepatotoxicidad y
nefropatia, debidas a la produccion de un metabolito oxidativo en el higado y el rifion,
que ocasiona necrosis celular al unirse con proteinas que contengan azufre. La toxicidad
hepética puede reducirse mediante la administracion de Metionina o N-acetilcisteina,

pero no ocurre lo mismo con el rifién. (29)

El paracetamol es absorbido rapidamente por el tracto digestivo, alcanzando méaxima
concentracion plasmatica luego de 30 o 60 minutos. Es metabolizad en el higado en

mayor medida y eliminado por la orina.

La eliminacion normal del paracetamol se produce al cabo de 2 o 4 horas, pero en
pacientes con disfuncién hepatica, este periodo aumenta considerablemente, por lo que se

produce una necrosis hepatica. (29)

1.1.1.3 Trastornos histopatolédgicos por paracetamol

El Paracetamol es un analgésico y antipirético con poca actividad antiinflamatoria,
indicado para reducirla fiebre y en la analgesia temporal de dolores menores. La
sobredosis aguda ocasiona lesion hepatica mortal y en afios recientes ha crecido en forma
alarmante el numero de autointoxicaciones y suicidios con dicho producto. No tiene
toxicidad propia, pero al metabolizarse en el higado genera un compuesto con alto poder
toxico (NAPQI). (63)


http://hepatitis.cl/101/ictericia
http://hepatitis.cl/129/encefalopatia-hepatica
http://hepatitis.cl/617/cirrosis

La dosis toxica es de aproximadamente 150 mg/kg. Existe grave riesgo de
hepatotoxicidad pasando de 300 mg/kg. Dosis repetidas con fines terapéuticos también
pueden provocar toxicidad que ponga en peligro la vida del paciente. La mayor parte de
la absorcién de PAR ocurre en las dos primeras horas post-ingesta. Las maximas
concentraciones plasmaticas se obtienen en 4 horas.

El 90% se elimina mediante metabolismo hepatico por tres vias: conjugacion con
glucurdnico, conjugacion con sulfato y oxidacion por sistema citocromo P50 seguido de
conjugacion que forma NAPQI. El antidoto es la N-acetilcisteina (NAC) que disminuye

la formacion de NAPQI y aumenta la sulfatacion no toxica. (63)

1.1.2 METABOLISMO HEPATICO DE LAS DROGAS

El cuerpo humano identifica a casi todas las drogas como agentes extrafos, es decir,
xenobidticos y los sujeta a un numero diverso de procesos quimicos y metabdlicos para
hacerlos de facil descarte. Ello implica transformaciones quimicas para reducir su
liposolubilidad y cambiar su actividad bioldgica. A pesar de que casi todos los tejidos del
cuerpo tienen, hasta cierto grado, capacidad de metabolizar estos productos quimicos, el
reticulo endoplasmico del higado es, por excelencia, el principal lugar de depuracion de
sustancias quimicas endogenas (como el colesterol, esteroides, cidos grasos y proteinas)
asi como exdgenas como los farmacos. El papel central del higado en la depuracion y
transformacion de sustancias quimicas hace que sea un Organo muy susceptible a

intoxicaciones. (49)

e Fasel

El metabolismo de los farmacos suele ser dividida en dos fases. La fase 1 incluye un
conjunto de reacciones quimicas que preparan a la droga para entrar a la fase 2. Estas
reacciones incluyen reduccion-oxidacion, hidrdlisis, hidratacion y muchas otras menos
frecuentes. Estos procesos aumentan la solubilidad de la droga en el agua y puede

generar metabolitos que son quimicamente activos y potencialmente toxicos. (49)

e Fase?

La mayoria de las reacciones quimicas de la fase 2 ocurren en el citoplasma e incluyen
principalmente la conjugacion con compuestos enddgenos por medio de enzimas

transferasas. Al final de la fase 2, aquellos productos de la fase 1 que sean quimicamente
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activos se vuelven relativamente inertes y disponibles para su féacil eliminacion del

cuerpo. (49)

e Citocromo P450

Existe un grupo de enzimas localizadas en el reticulo endoplasmético, conocidas en
conjunto como el complejo citocromo P450, las enzimas mas importantes en el

metabolismo enzimatico del higado.

El citocromo P450 es el componente de las oxidasa presentes al final de la cadena de
transporte de electrones. No es una sola enzima, sino una familia de unas 50 isoformas
relacionadas entre si estructuralmente, de los cuales 6 de ellos metabolizan un 90% de las
drogas. Existe una gran diversidad en los genes individuales que codifican a los P450
individuales y esta heterogenicidad le permite al higado realizar reacciones de oxidacion
a una enorme variedad de compuestos quimicos, incluyendo a casi todas las drogas,
durante la fase 1. (49)

1.2. HEPATOTOXICIDAD

La lesion directa del parénquima hepético es dosis dependiente y por tanto, predecible.
Se ha asociado con la administracion de diferentes farmacos, entre ellos tetraciclinas,
paracetamol, metotrexate, salicilatos, ciclosporina, tacrina y farmacos citotoxicos. Estas
alteraciones pueden ser graves, en funcion de la extension del dafio producido. (41)

Por su importancia, parece adecuado incidir en la hepatotoxicidad de alguno de los
farmacos mencionados:

Paracetamol: la intoxicacién por paracetamol es la segunda causa de insuficiencia
hepatica aguda de origen no virico en Espafia. Este farmaco sufre metabolismo hepético
por conjugacion con acido glucurdnico, acido sulfdrico y cisteina (95%). Una pequefia
parte del farmaco (5%) se N-hidroxila por la isoenzima CYP2E1 para formar N-acetil p-
benzoquinoneimina (NAPQI) que interacciona con los grupos sulfhidrilos del glutation.
El NAPQI es altamente hepatotdxico, y normalmente es detoxificado por el glutation y la
union a grupos sulfhidrilos. Este metabolito ejerce su toxicidad al unirse de forma
covalente a macromoléculas, produciendo radicales libres que provocan una necrosis

hepética en tan sélo 12 horas. (56)
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Si se ingieren dosis altas de paracetamol se generan cantidades de NAPQI capaces de
agotar las reservas hepéticas de glutation. La toxicidad es mayor cuando se asocian
inductores del citocromo P450, con farmacos que compiten en la conjugacion del
paracetamol incrementando la formacion del metabolito toxico y cuando estan reducidas
las reservas de glutation (alcoholismo, malnutricién).

La dosis toxica en adultos es de 10 g, es mortal la administracion de 15 g. También se ha
observado toxicidad en administracion crénica de 5-8 g diarios durante varias semanas.
La toxicidad por paracetamol se manifiesta con sintomas inespecificos durante las
primeras 24 horas, el paciente puede presentar malestar general, nauseas, dolor
abdominal, vomitos y sudoracion; hasta las 72 horas la sintomatologia puede mejorar,
pero comienzan a elevarse las transaminasas hepaticas. (56)

Alrededor del tercer o cuarto dia se produce el maximo dafio hepatico, pudiendo
presentarse diatesis hemorrégica, encefalopatia, convulsiones, hipoglucemia, e
insuficiencia  hepatica, que con frecuencia tienen un desenlace fatal.
Si el paciente supera los primeros siete dias, se produce una recuperacion clinica, que se
manifiesta por el descenso de los niveles enziméaticos que pueden tardar en normalizarse
unas tres semanas.

Inicialmente, en las primeras 24 horas la administracion de N-acetilcisteina previene la
lesion hepaética, pero el riesgo de desarrollar una lesion irreversible se incrementa a

medida que se retrasa la administracion de este antidoto. (56)

1.2.1 CLASIFICACION DE HEPATOTOXICIDAD

Se distinguen dos tipos diferentes de hepatotoxicidad:

a) Aquella que es intrinseca al xenobi6tico mismo. Se trata de un mecanismo predecible,

dosis dependiente y reproducible en el animal de experimentacion.

Un ejemplo de ésta es el dafio por consumo de paracetamol en dosis elevadas: cualquier
persona que ingiera mas de 10 gr/d de la droga en una sola dosis presentara una hepatitis
grave, con insuficiencia hepatica severa que llevara a la muerte en un alto % de los casos.
(31)



b) Por idiosincrasia. Depende basicamente del huésped y por tanto no es predecible, no
depende de la dosis y en el animal sélo se reproduce aleatoriamente. Este tipo de
alteracion, con frecuencia provoca ademas reacciones de hipersensibilidad ajenas al
higado. Este dafio es el méas comdn y es lo que frecuentemente se conoce como reaccion
de hipersensibilidad. La exposicion a la droga conlleva una reaccion que puede ser cada
vez mas intensa, debido a que los anticuerpos se forman mas rapidamente y en mayor

cantidad al ser nuevamente expuesta la persona al estimulo en cuestién. (30)

1.2.3 COMPUESTOS HEPATOTOXICOS

1.2.3.1 Farmacos asociados a la toxicidad hepatica:

Bebidas alcohdlicas, ron, whisky, sake, vodka,etc.
Amiodarona (Cordarone), arritmia cardiaca

Azatioprina (Imuran), artritis reumatoide

Carbamazapina (Tegretol), ataques epilépticos
Clorpromazina (Thorazine), antipsicotico

Ciclofosfamida (Cytoxan), quimioterapia contra el cancer
Diclofenac (Voltarén), artritis

Diltiazem (Cardizem), angina de pecho e hipertension arterial
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Felbamato (Felbatol), ataques epilépticos
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. Ketoconazola (Nizoral), infecciones por hongos
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. Metotrexato (Rheumatrex), artritis, quimioterapia contra el cancer
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. Metildopa (Aldomet), hipertensién arterial
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. Nitrofurantoina (Macrodantin), infecciones urinarias
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SN

. Pemolina (Cylert), déficit atencional

15. Fenitoina (Dilatol), ataques epilépticos

16. Tacrina (Cognex), enfermedad de Alzheimer

17. Ticlopidina (Ticlid), anticoagulante sanguineo, previene los infartos cerebrales
18. Tolcapona (Tasmar), enfermedad de Parkinson

19. Acido valproico, ataques epilépticos

20. Zafirlukast (Accolate), asma

21. zileuton (Zyflo), asma (30)



1.2.3.2 Algunos complementos nutricionales asociados a la toxicidad hepatica:

1. Hierro
2. Niacina en dosis elevadas

3. Vitamina A en dosis elevadas (30)

1.2.3.3 Factores de riesgo para dafio hepatico inducido por farmacos

Entre los factores de riesgo que se consideran como favorecedores de esta reaccion
clinica se describen: factores genéticos; relacionados con la edad; uso de medicamentos

concomitantes; y otros, que afectan la citoproteccion por glutation.

Entre los factores genéticos esta el polimorfismo del citocromo P-450, que esta
codificado por alrededor de 300 genes, lo que determina que diferentes individuos
puedan presentar diferente expresion de la actividad del citocromo P-450; y el sistema de
la N-acetiltransferasa 2, que también esta codificado genéticamente y que determina que
existan individuos acetiladores lentos e individuos acetiladores rapidos, lo que va a dar
origen a expresiones clinicas variables. (30)

En cuanto a la edad, curiosamente los nifios pequefios son mas resistentes a la
hepatotoxicidad por paracetamol, que se presenta con mayor frecuencia en la poblacion
adolescente o adulta, por lo general por intento de suicidio. (30)

1.2.4 MECANISMO DE DANO HEPATICO

Cada vez se reconoce mas la serie de factores agresivos que inician las lesiones
hepéticas: virus, agentes toxicos incluyendo alcohol, auto antigenos, sobrecarga de hierro
y cobre, hipoxia, endotoxinas. El higado reacciona a la agresion por rutas muy
estandarizadas, no obstante que cada etiologia conferird caracteristicas especificas. Los
agentes nocivos se dirigen inicial y preferentemente a un tipo de células, principalmente
a células epiteliales (es decir, hepatocitos y células del conducto biliar). Sin embargo, la
respuesta con frecuencia también implica las demas células que residen en el higado
(células de Kuppfer, células estelares, celulas endoteliales e inflamatorias) asi como otras
células que provienen del exterior. Estas células individuales actian como células

intermediarias o efectoras mediante la produccién de moléculas reactivas como citocinas,



quimiocinas, eicosanoides, especies reactivas al oxigeno. Los mecanismos de regulacién
son complejos pero implican una estrecha interaccion entre tipos de células por medio de
mecanismos autocrinos y paracrinos altamente regulados. (49)

Entre los procesos patogénicos mas caracteristicos estan la muerte de células hepaticas,
regeneracion de hepatocitos, inflamacion y fibrosis. Aunque la muerte celular,
inflamacion y fibrosis son procesos reactivos comunes a la agresion en cualquier érgano,
el higado difiere por su tremenda capacidad de regeneracion. Cuando el agente agresivo
ha sido eliminado, se lleva a cabo un mecanismo estrictamente regulado que permite la
rapida eliminacion y reemplazo de las células hepaticas dafiadas. Cuando el agente
nocivo no puede ser eliminado, se desarrolla un proceso inflamatorio cronico. En este
contexto, el efecto final es el depdsito del componente de la matriz extracelular (tejido
fibroso) que afectara la arquitectura del higado. (49)

1.3. HIGADO

Ligamento falciforme

Ligamento redondo

Lébulo hepatico derecho Lébulo hepitico izquierdo

Vesicula biliar

Conducto hepético comun
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pancreédtico
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deldlll:l-ﬂern:n\%}‘:s -
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FUENTE: ANATOMIA DEL HIGADO http://www.saludalia.com/analisis-clinicos/transaminasas.2013-01-02

FIGURA No.2 ANATOMIA DEL HIGADO
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1.3.1 ANATOMIA HEPATICA

1.3.1.1 Situacion

El higado es el mas grande de los 6rganos internos del cuerpo humano. En su estado
adulto pesa aproximadamente kilo y medio. Es cuatro a cinco veces mas grande que el
corazdn y se aloja en la parte superior de la cavidad abdominal. Se encuentra a la derecha

del abdomen, debajo del diafragma, y cubierto parcialmente por las costillas. (60)

1.3.2 HISTOLOGIA HEPATICA.
El higado es una glandula tubulosa compuesta, su parénquima se deriva del endodermo

por brotes del epitelio a nivel del duodeno y estd estructurada para cumplir con
numerosas funciones tanto metabolicas como endocrinas y exocrinas, tales como,
secrecion de bilis, almacenamiento de vitamina A, lipidos, vitaminas del complejo B, y
glucégeno, sintesis de fibrindgeno, globulinas, albiminas y protrombina, ademas tiene
funcién defensiva por la fagocitosis y detoxicacion, funcion de conjugacion de sustancias
como las hormonas esteroideas, esterificacion (acidos grasos libres a triglicéridos),
metabolismo de las proteinas, carbohidratos, grasas, hemoglobina y farmacos, también se
le atribuyen funcidon hematopoyética durante la etapa fetal y potencialmente en el adulto.

Su estructura de base se corresponde con los érganos parenquimatosos. (42)

Vena central ——__5»

__ Canaliculos

Células de Kupffer = ~ biliares

Ceélulas endoteliales
del capilar sinusoida

2 — Canal de Hering
Arteriola —£5» 1

Vénula———

.- Veénula

Rama de la arteria hepatica — Vena distribuidora

Rama de la vena porta— Conducto biliar

Vena distribuidora

FUENTE: HISTOLOGIA HEPATICA.http//:www.slideshare.net/alexi_aldebaran/histologa-heptica2012-12-27

FIGURA No. 3 PARENQUIMA HEPATICO
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1.3.2.1. Estroma:
Es la red tridimensional de transporte de los hepatocitos, esta constituido por una malla

tridimensional de fibras de reticulina en las que se enganchan, en forma de laminas, los
hepatocitos (parénquima hepatico en disposicion laminar irradiando desde las venas
centrolobulillares hacia los espacios porta). Igualmente formado por una serie de tabiques
interlobulillares (41)

1.3.2.2. Parénquima hepatico:
Representado por innumerables lobulillos hepaticos sus células méas abundantes son los

hepatocitos que se organizan en lobulillos, ademas de otros tipos celulares formando los
sinusoides hepéticos 0 vide infra llamadas células del sinusoide (Kppfer, Pit, Ito y
endoteliales). (9)

Lobulillos: Organizacion hexagonal con triadas portales en los veértices y en el centro

una vena central. (9)

Hepatocitos: son células hexagonales con tres tipos de bordes: a) sinusoidal que
delinean los bordes del sinusoide y forman con las células endoteliales el espacio de
DISSE , b) hepatocitario (se adosan con otros hepatocitos para formar las laminas
hepatocitarias) y c) biliar (entre estas caras se forman los canaliculos biliares). Los

hepatocitos tienen todos los organelos de una célula normal. (9)

Sinusoides hepéticos: Son espacios vasculares delimitados por hileras de hepatocitos.
Tipos de células: a) endoteliales con membrana basal fenestrada, b) macréfagos
(Kupffer),c) Estelares que almacenan grasa y vit.A,d) neutrofilos, e) escasas células

linfoides del tipo NK 6 foveadas y células Tgama delta. (9)

Lobulillo hepatico clasico 6 comun: Los hepatocitos se organizan en laminas
hepatocitarias que delimitan a los sinusoides. Las ldminas parten de la vena central hacia
los vértices de una figura hexagonal (espacios porta), la sangre (se fusionan en los
sinusoides) de la vena porta y la arteria hepatica circula centripetamente en los sinusoides
hacia la vena central, de ahi va a las venas suprahepéticas vena cava inferior corazon.
(12)
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Lobulillo Portal: area triangular que esta entre tres venas centrales y la bilis fluye de la

periferia hacia el centro del espacio porta hacia el conductillo biliar. (12)

Acino hepatico (de rappaport). Area romboidal de hepatocitos cuyo centro es una
arteria hep y vena porta y los extremos son dos venas centrales, la sangre circula

centrifugamente (del centro a la periferia). (12
1.3.2.3. Espacio porta o de Kiernan:

Los lobulillos clasicos se encuentran delimitados por tejido conjuntivo procedente de la
capsula, en los lugares donde confluyen los extremos aguzados de los lobulillos podemos
observar una zona que se denomina espacio porta (puerta de entrada), donde pueden

observarse las siguientes estructuras:

o Rama de la vena porta

o Rama de la arteria hepética
o Conductillo biliar

e Vaso linfatico(18)

Tabique intedobulillar

Triada portal

Lébulo hepatico

Yena Central

FUENTE: HIGADO. http://lwww.google.com.ec/imgres?q=histolog%C3%ADa+del+h%C3%ADgado&hl

FIGURA No. 4 HISTOLOGIA DEL HIGADO

1.3.3 FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado tiene una posicion estratégica en la circulacion; es el primer 6rgano que
contacta la sangre proveniente del intestino. Esto no sélo implica que la superficie
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hepética absorba nutrientes, toxinas y microorganismos derivados del intestino, sino que
también sugiere el papel hepatico en la secrecion de compuestos en la luz intestinal.
Podemos precisar entonces que a este organo le atafien tres tipos de funciones bésicas
que son:

1. Funciones vasculares (almacenamiento y filtracion)

2. Funciones metabdlicas

3. Funciones secretoras y excretoras encargadas de formar bilis. (39)

1. Funciones vasculares.

Las caracteristicas vasculares del higado, hacen posible que el mismo se comporte como
un reservorio importante de sangre y ademas, que actde como un filtro para la sangre

procedente del intestino. (11)

- Funcion de almacenamiento.

El sistema vascular hepatico funciona ofreciendo muy baja resistencia al flujo de sangre,
especialmente cuando consideramos que 1,45 litro de sangre sigue este camino cada
minuto. No obstante, hay ocasiones en que la resistencia al flujo de sangre por el higado
se incrementa, como ocurre en la cirrosis hepatica, trastorno éste que se caracteriza por el
desarrollo de tejido fibroso en la estructura hepatica que da lugar a la destruccién de
células parenquimatosas y a estrechamiento de los sinusoides por constriccion fibrética o
incluso por bloqueo o destruccidn total. Este trastorno aparece como consecuencia de
alcoholismo. También es secundario a afecciones virales hepaticas y a procesos
infecciosos de los conductos biliares. (11)

Entre otras caracteristicas vasculares, el hecho de que el higado sea un 6rgano grande,
Venoso, con gran capacitancia, le permite formar parte de los grandes reservorios de
sangre del organismo; ya que es capaz de almacenar el 10% del volumen total de sangre;
de modo que puede albergar hasta un litro de sangre en casos en los que la volemia se
vuelve excesiva y también le permite suplir sangre extra cuando la volemia disminuye.
(11)
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- Funcién de filtracion.

Las superficies internas de todos los sinusoides hepaticos estan cubiertas por un elevado
ndmero de células de Kupffer o macrofagos residentes en el higado, cuya funcion
consiste en fagocitar parasitos, virus, bacterias y macromoléculas (como inmuno
complejos y endotoxinas bacterianas) por endocitosis mediada por receptores. Por tanto,
estas células constituyen una poderosa e importante barrera fagocitica para toxinas y
microorganismos provenientes del intestino, de modo que cuando la sangre portal es
derivada del higado por anastomosis porto-cava, COmo ocurre en pacientes con Cirrosis,

se desarrolla endotoxinemia sistémica. (14)

La activacion de las células de Kupffer resulta en un incremento de la produccién de
citoquinas cuyas sefiales actlian sobre otros tipos de células hepaticas. Las células de
Kupffer tienen un importante papel en el procesamiento de antigenos durante la infeccion
y la inflamacion, iniciando la inmunidad mediada por células By T.

Ademas de las células de Kupffer, las células de PIT, que son células perisinusoidales
equivalentes a grandes linfocitos granulares y células asesinas; tienen funciones similares

y brindan proteccion contra infecciones virales. (14)

2. Funciones metabdlicas.

Las funciones metabdlicas hepaticas son llevadas a cabo por los hepatocitos, o sea por las
células parenquimatosas, en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas
especificamente. (17)

- Metabolismo de los carbohidratos.
Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los carbohidratos son:
1. Almacenamiento de glucégeno.
2. Conversion de galactosa y fructosa a glucosa.
3. Gluconeogeénesis.
4. Formacién de compuestos quimicos importantes a partir de productos intermedios del
metabolismo de los carbohidratos. El higado es un érgano de particular importancia en el
mantenimiento de concentraciones normales de glucosa en sangre. Cuando la
concentracion de glucosa se incrementa por encima de los valores normales, el exceso es

removido por la via de la sintesis de glucdgeno, glicdlisis y lipogénesis. Cuando se
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produce un déficit de glucosa en sangre, el higado la libera por la via de la glucégenolisis
y gluconeogeénesis. (17)

Entre los principales factores controladores de los cambios reversibles entre
glucogenolisis/gluconeogénesis en la etapa post-absortiva a sintesis de glucégeno y
glicolisis durante la absorcion se encuentran: (17)

1. Concentracion de sustratos.
2. Niveles de hormonas.
3. Estado de hidratacion hepatocelular.
4. Inervacioén hepatica.
5. Heterogeneidad zonal de los hepatocitos.
- Metabolismo de los lipidos.
Aunqgue el metabolismo de las grasas puede ocurrir en casi todas las células, algunos
aspectos del mismo se producen con mayor rapidez en el higado que en las demas

células.

Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los lipidos son las siguientes:
1. Un porcentaje elevado de beta-oxidacion de &cidos grasos y formacion de acido
acetoacético.

2. Formacion de la mayor parte de las lipoproteinas.

3. Formacion de cantidades considerables de colesterol y fosfolipidos.

4. Conversion de grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en grasas. (17)

- Metabolismo proteinico.
A pesar de que gran parte de los procesos metabolicos de carbohidratos y grasas ocurren
en el higado, el cuerpo probablemente pudiera prescindir de tales funciones hepaticas y

sobrevivir. (17)

Las funciones mas importantes del higado en dicho metabolismo son:

1. Desaminacion de aminoacidos.
2. Formacion de urea para suprimir el amoniaco de los liquidos corporales.

3. Formacion de aproximadamente el 90% de todas las proteinas plasmaticas.
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4. Interconversiones entre los diferentes aminoéacidos y otros compuestos importantes

para los procesos metabolicos de la economia. (17)

3. Funciones excretoras y secretoras encargadas de formar bilis.

Una de las tantas funciones hepaticas es la formacion y secrecion de bilis. La bilis es una
secreciOn acuosa que posee componentes organicos e inorganicos cuya osmolaridad es
semejante a la del plasma y normalmente un humano adulto secreta entre 600 y 1200 ml
diarios. (19)

El higado secreta bilis en dos etapas, en la etapa inicial los hepatocitos producen una
secrecién que contiene grandes cantidades de &cidos biliares, colesterol y otros
constituyentes organicos que se vierten al canaliculo biliar, de ahi fluye a conductos
biliares terminales continuando por conductos biliares de tamafio progresivamente
mayor, y finalmente hacia el conducto hepatico y el colédoco, desde el cual se vacia
directamente al duodeno o se desvia por el conducto cistico hacia la vesicula biliar. En el
curso que sigue la bilis por estos conductos se produce la segunda etapa de la secrecion,
en la cual se afiade una secrecion adicional que consiste en una solucién acuosa de sodio

y bicarbonato secretada por las células epiteliales del sistema de drenaje biliar. (19)

1.4. ENFERMEDADES HEPATICAS

La importancia de las enfermedades hepaticas esta aumentando cada vez mas en nuestra
sociedad. Una de las razones para ello es que muchas de ellas, como es la hepatitis, pero
también las enfermedades hepaticas colestasicas, tienen caracter crénico vy, al final,
desembocan en una cirrosis hepatica. Ademas, los pacientes se enfrentan a
complicaciones que limitan considerablemente sus capacidades fisicas e intelectuales,
como ocurre con la llamada encefalopatia hepética. Por lo tanto, es preciso utilizar todas
las posibilidades terapéuticas posibles para evitar la necesidad de tener que recurrir a un

trasplante de higado. (36)

Las enfermedades hepéticas pueden manifestarse de formas muy diversas. Los sintomas
particularmente importantes incluyen la ictericia, la colestasis, el aumento de volumen
del higado, la hipertension portal, la ascitis, la encefalopatia hepética y la insuficiencia
hepatica. (41)
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Ictericia La ictericia se refiere al color amarillo que toma la piel debido al aumento de la
bilirrubina en la sangre. La ictericia es uno de los sintomas mas clasicos de las
enfermedades del higado y se manifiesta cuando la bilirrubina en la sangre aumenta sobre

2 a 3 mg/dL (el valor normal es inferior a 1). (36)

Colestasis Es cualquier afeccion en la que se reduce obstruye el flujo de la bilis del

higado.

Aumento de tamafio del higado EI aumento de volumen del higado (hepatomegalia) es
un indicador de enfermedad hepatica. Sin embargo, mucha gente que padece una
enfermedad hepética tiene un higado de tamafio normal o incluso mas pequefio. Un
higado aumentado de volumen no produce sintomas, pero si el aumento de volumen es
excesivo puede causar malestar abdominal o una sensacion de saciedad. Si el crecimiento

se produce de forma repentina, el higado duele al tacto. (36)

Hipertension portal se define como una presion arterial anormalmente alta en la vena

porta, una vena de gran calibre que lleva la sangre desde el intestino al higado. (36)

Encefalopatia hepética (también denominada encefalopatia del sistema porta, 0 coma
hepético) es un trastorno por el cual la funcion cerebral se deteriora debido al aumento en

la sangre de sustancias toxicas que el higado hubiera eliminado en situacion normal. (36)

Insuficiencia hepaticase define como un grave deterioro de la funcion del higado.
Aparece como consecuencia de cualquier tipo de trastorno del higado, tales como la
hepatitis virica, la cirrosis, asi como las lesiones producidas por el alcohol o por
medicamentos como el paracetamol (acetaminofén). Para que se presente una

insuficiencia hepatica, gran parte del higado debe estar lesionado. (36)

Cirrosis hepatica: es la presencia de tejido fibroso en lugar de las células hepaticas

muertas. (36)

El sindrome de Budd-Chiari: Tiene el sintoma de obstruccién de la vena hepatica.

Enfermedad del higado inducida por farmacos: Es la enfermedad del higado causada

por la ingesta de medicamentos farmacoldgicos. (3)
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Una gran mayoria de las afecciones del higado (dolor de higado, insuficiencia hepética,
cirrosis, colicos, litiasis, colecistitis, etc.) se originan por los errores de la alimentacion.
Los abusos digestivos y la ingestion de alimentos perjudiciales para el higado como las
grasas, embutidos, salazones, etc., y de modo muy especial el uso o abuso de bebidas
alcohdlicas tienen un papel fundamental en su origen, perturbando las funciones
hepaticas y fatigando el higado, que acaba por enfermar.(3)

El dafio en el higado puede ser de tipo agudo, el cual generalmente no deja secuelas, o
bien un dafio cronico progresivo que inicia con inflamacion, posteriormente fibrosis, y
puede llegar a la cirrosis y hasta hepatocarcinoma; esto sucede de forma muy lenta —
generalmente varios afios— sin que el paciente presente sintomas que indiquen un dafio
hepaético. (3)

Las enfermedades del higado deben ser tratadas, a ser posible, desde su comienzo, antes
de que, descuidandolas, se acentlen o agraven las alteraciones funcionales u organicas
existentes. Por lo tanto, debe prestarse atencion a los sintomas iniciales de insuficiencia
hepética, malas digestiones, cefaleas, propension biliosa, molestias o dolor de higado,
picores de la piel, propension a padecer infecciones o a infectarse las heridas, etc., que

pueden ser aviso para el paciente de que necesita un buen chequeo médico.(3)
1.5 PERFIL HEPATICO

Las pruebas cinicas o de laboratorio son eficaces para el diagnostico de la actividad del
higado, entre los exdmenes de sangre realizados mas comunmente se incluyen los

siguientes:

1.5.1 Examen de bilirrubina sérica.
Este examen mide los niveles de bilirrubina en la sangre. La bilirrubina es producida por

el higado y es excretada en la bilis. Los niveles elevados de bilirrubina a menudo indican
una obstruccion del flujo biliar o un problema en el procesamiento de la bilis por parte
del higado. (51)

1.5.2 Examen de albumina sérica.
Este examen se usa para medir el nivel de aloimina (una proteina presente en la sangre)

y contribuye al diagndstico de la enfermedad del higado. (55)
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1.5.3 Examen de fosfatasa alcalina sérica.
Este examen se usa para medir el nivel de fosfatasa alcalina (una enzima) en la sangre.

La fosfatasa alcalina se encuentra en muchos tejidos, con una mayor concentracion en el
higado, el tracto biliar y los huesos. Este examen puede realizarse para evaluar el
funcionamiento del higado y para detectar lesiones del higado que pueden causar
obstruccion biliar, como tumores o abscesos. (55)

1.5.4 Aminotransferasas séricas (transaminasas).
Esta enzima se libera de las células dafiadas del higado. (55)

1.5.5 Examen de tiempo de protrombina (su sigla en inglés es PTT).
El examen de tiempo de protrombina mide el tiempo que tarda la sangre para coagular.

La coagulacion de la sangre requiere vitamina K y una proteina fabricada por el higado.
La demora en la coagulacion puede ser un indicador de enfermedad del higado o de otras
deficiencias de los factores de coagulacion especificos. (55)

1.5.6 Examen de alanina transaminasa (su sigla en inglés es ALT).
Este examen mide el nivel de alaninaaminotransferasa (una enzima hallada

predominantemente en el higado) que se libera al torrente sanguineo como consecuencia
de un dafio celular agudo del higado. Este examen puede realizarse para evaluar la
funcién del higado y, o para evaluar el tratamiento de una enfermedad aguda del higado,

como la hepatitis. (55)

1.5.7 Examen de aspartato transaminasa (su sigla en inglés es AST).
Este examen mide el nivel de aspartato transaminasa (una enzima que se encuentra en el

higado, rifiones, pancreas, corazén, sistema musculo esquelético y globulos rojos) que se

libera al torrente sanguineo cuando existen problemas en el higado o el corazén. (55)

1.5.8 Examen de gamma-glutamiltranspeptidasa.
Este examen mide el nivel de gamma-glutamiltranspeptidasa (una enzima que se produce

en el higado, el pancreas y el tracto biliar). Este examen suele realizarse para evaluar la
funcién del higado, obtener informacion acerca de las enfermedades del higado y detectar

la ingestion de alcohol. (55)
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1.5.9 Examen de lactato deshidrogenasa.
Este examen detecta el dafio tisular y contribuye al diagnostico de las enfermedades del

higado. El lactato deshidrogenasa es un tipo de proteina (también Ilamada isoenzima) que

participa en los procesos metabdlicos del organismo. (55)

1.6 TRANSAMINASAS HEPATICAS

Las transaminasas son enzimas. 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:

e« GOT: Transaminasa glutamicooxalacética. Esta presente en casi todos los
organos, dentro de las células, y que cuando se encuentra en sangre en niveles
muy elevados significa que ha habido destruccion celular.

o GPT: Transaminasa glutamicopirtvica. Se localiza principalmente en el higado y

su mision es la fabricacion de glucosa. (62)
1.6.1 Niveles normales de transaminasas
Los niveles normales de GOT en sangre son: 5-40 U/mll.
Los niveles normales de GPT son: 5-30 U/ml.

Cuando realizamos un andlisis de sangre la proporcion que nos encontramos de GOT en
relacion con GPT es: GOT / GPT: 1/3.

Se utilizan en la clinica para la confirmacion diagnéstica del infarto agudo de miocardio
(junto con la determinacion de otras sustancias) y para el estudio de enfermedades

hepaticas o musculares. (51)

1.6.2 Aumento de transaminasas

Las mas frecuentes son las:
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Enfermedades del higado: Destacan las hepatitis, el excesivo consumo de alcohol,
cirrosis y todas aquellas enfermedades en las que se depositan sustancias en el higado de

forma excesiva, como la grasa (esteatosis hepatica o higado graso).

Enfermedades del pancreas: Cuando se inflama el pancreas, ya sea por el alcohol o por

infecciones viricas, se produce también un aumento de las transaminasas.

Enfermedades del corazon: Es muy frecuente la elevacion de las transaminasas en el

infarto agudo de miocardio y en la insuficiencia cardiaca aguda.

Alteraciones musculares: Sobre todo, cuando hay destrucciéon de nuestros masculos por

guemaduras, ejercicio excesivo etc.

Podriamos enumerar mas causas de elevacion de transaminasas pero las anteriores son
las més frecuentes y seria excesivo afiadir una lista de 20 enfermedades méas y encima

poco frecuentes que producen un aumento de estas enzimas. (7)
1.6.3 Nivel de transaminasas en sangre

Los niveles de Transaminasas en sangre se utilizan como indicador para detectar posibles

patologias en las funciones del higado.

Tanto la AST y ALT estan presentes en el suero en concentraciones inferiores a 30-40
U/l, pero si el higado esta dafiado, la permeabilidad de la membrana celular aumenta y
estas enzimas son liberadas a la sangre en grandes cantidades, hecho que no siempre
requiere la necrosis de los hepatocitos. De hecho, hay escasa correlacion entre el dafio

celular hepatico y el grado de elevacion de las transaminasas. (51)

Asi pues, en la mayoria de tipos de enfermedad hepatica, la actividad de la ALT es
mayor que la de la AST. La hepatitis alcoholica es una excepcion a esta regla ya que el
alcohol incrementa la actividad de la AST en el plasma, al contrario que otras formas de
hepatitis; la mayoria de formas de dafio hepatico hacen disminuir la actividad
hepatocitaria de ambas formas de la AST mientras que el alcohol sélo reduce la actividad

citosélica. En los alcohdlicos es comun la deficiencia en piridoxina, que reduce la


http://es-cost.finanzalarm.com/details/Suero_sangu%C3%ADneo.html
http://es-cost.finanzalarm.com/details/Membrana_celular.html
http://es-cost.finanzalarm.com/details/Necrosis.html
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actividad de la AST y, finalmente, el alcohol induce la liberacién de la AST mitocondrial

a partir de células sin dafio celular visible. (51)

1.6.4 PAPEL DE LAS AMINOTRANSFERASAS EN EL METABOLISMO

Los humanos ingerimos nitrogeno a partir de aminoacidos de la dieta, proteinas y
amoniaco fijado por las nitrogenasas de las bacterias del intestino, el glutamato
deshidrogenasa. La glutamina sintasa convierten el amoniaco a glutamato y glutamina
respectivamente, de los cuales las transaminasas transfieren sus grupos amino y amido a

otros esqueletos de carbono por reacciones de transaminacion y transamidacion. (52)

La reaccion de transaminacion tiene lugar en el citosol y en las mitocondrias. Al ser
reversibles, se pueden utilizar los o-cetoacidos para la sintesis de aminoacidos; por
ejemplo, si los alimentos contienen los a-cetodcidos que corresponden a los esqueletos de
carbono de los aminoécidos esenciales podran sintetizarse estos aminoécidos con una
simple transaminacion, catalizada por la aminotransferasa correspondiente. El sentido de
la reaccion lo determinan las concentraciones de productos y reactivos en el higado

porque en éste los metabolitos estan préoximos al equilibrio. (52)
o La GOT cataliza la reaccion hacia la formacion de oxaloacetato:
aspartato + a-cetoglutarato < oxalacetato + glutamato
o La GTP cataliza otra reaccion, hacia la formacion de piruvato:

alanina + a-cetoglutarato < piruvato + glutamato

La GPT tiene una gran importancia en la catalisis de reacciones que transfieren carbono y
nitrégeno del masculo esquelético al higado en forma de alanina. Primero, en el masculo
esquelético, el piruvato actia como receptor de un grupo amino y se transforma en
alanina, que se transporta a través del torrente sanguineo hasta el higado, donde la
alanina aminotransferasa (ALT) transfiere el grupo amino al a-cetoglutarato, regenerando
asi el piruvato que puede incorporarse a la gluconeogénesis como fuente de carbono; la
glucosa resultante podra pasar de nuevo al musculo. Este proceso se conoce como el
ciclo de la glucosa-alanina y permite la eliminacion del nitrogeno del musculo

esquelético en forma de urea, transformacion que se dara gracias al ciclo de la urea. (52)


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
http://es.wikipedia.org/wiki/Amon%C3%ADaco
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitrogenasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacterias
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamato_deshidrogenasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamato_deshidrogenasa
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Glutamina_sintasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamato
http://es.wikipedia.org/wiki/Glutamina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Grupo_amido&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Esqueleto_de_carbono&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Transamidaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosol
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos_esenciales
http://es.wikipedia.org/wiki/Reactivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxaloacetato
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Alanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Gluconeog%C3%A9nesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ciclo_de_la_glucosa-alanina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Urea
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_la_urea
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1.6.5. ENFERMEDADES CAUSAN NIVELES DE TRANSAMINASAS
ANORMALES

Son encontrados niveles més altos de TGO y TGP en desordenes que causan la muerte de
numerosas células (necrosis hepatica extensa). Esto acontece en las hepatitis agudas A 'y
B, en el dafio pronunciado infligido por toxinas como la de una Sobredosis de
acetaminofen o cuando el higado es privado de sangre fresca que trae oxigeno y
nutrientes. Las transaminasas en estas situaciones pueden variar de diez veces los limites
superiores a lo normal para millares de unidades por  mililitro.
Moderadas elevaciones de las transaminasas son comunes. Ellas son encontradas
frecuentemente en pruebas de sangre de rutina en individuos saludables. La causa méas
comun de moderadas elevaciones de estas enzimas es el higado graso (esteatoses). La
causa mas frecuente de higado graso es el abuso de alcohol. Otras causas de higado graso
pueden ser la diabetes y la obesidad. La hepatitis C también esta se tornando una causa

importante de elevaciones de las transaminasas. (37)

1.6.6. VALORES NORMALES DE LAS ENZIMAS HEPATICAS EN LAS RATAS

GENERO VALORES NORMALES
ASAT (u/L) ALAT (u/L)

Rattus novergicus 32-92 17-50

Fuente:http://scielo.sid.cu/scielo.php?pid=S1028-47962006005&scipt=sci_arttext20120308. 2013-01-09

Los valores normales de estas enzimas hepéticas estan dados en las ratas en condiciones
normales, libres de cualquier situacién de estrés. (65)
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1.7 BOLDO (Peumus boldus)

1.7.1 TAXONOMIA

FUENTE: BOLDOhttp://www.arbolesornamentales.es/Peumusboldus.htm 2013-01-10

FOTOGRAFIA No. 1 BOLDO (Peumus boldus).

TABLA Nol. Resumen taxonémico para boldo

Taxonomia Pertenencia
Divisién Faner6gamas
Subdivision Angiospermas
Clase Dicotiledoneas
Subclase Dialypetas
Orden Laurales
Familia Monimiaceae
Género Peumus

FUENTE: TAXONOMIA DE BOLDO.http://www.florachilena.cl/Niv_tax/Angiospermas/Ordenes/Laurales/Monimiaceae/Boldo/Boldo.htm 2013-01 13

1.7.2 ETIMOLOGIA
Peumus, latinizacién de su nombre nativo chileno. Boldus, latinizaciéon de otro nombre

nativo chileno. (38)
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1.7.3 DISTRIBUCION Y HABITAT

Boldo representa un género monotipico y endémico de Chile y crece desde Limari hasta
Osorno (IV a X region), entre los 5-1.000m s.n.m. Habita en suelos poco profundos,
generalmente pedregosos. Especie frecuente en los Tipos Forestales; Esclerofilo, Roble-

Hualo, Roble-Rauli-Coihue, Ciprés de la Cordillera y Palma Chilena. (32)

1.7.4 DESCRIPCION

Arbol siempre verde, dioico que alcanza una altura de hasta 30m y un diametro superior
a 1m, corteza delgada y rugosa de color pardo. Hojas opuestas, aromaticas, de forma
ovalado-elipticas con el margen entero y revoluto, haz de color verde oscuro con
glandulas prominentes que le dan una textura aspera al tacto, envés glauco y piloso,

nervadura muy notoria. (32)

1.7.5 PROPIEDADES BIOLOGICAS

Se han aislado hasta 20 alcaloides, considerados los principios activos de las hojas del
boldo, entre los que destaca la boldina (abundante también en la corteza del arbusto).
Contiene aceite esencial, flavonoides y taninos. Todas estas sustancias confieren la
accion digestiva y protectora hepaética, tan eficaz a las hojas de boldo. La boldina, por su
parte, sobresale por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y fungicidas, y en
parte le da el sabor amargo caracteristico a la planta e intensa fragancia, que puede

trasmitir a la orina si se toma durante un tiempo prolongado. (56)

Dado el contenido en sustancias con accion aperitiva, colerética y colagoga, el empleo de
hojas de boldo se usa con notable eficacia para tratar dispepsias, trastornos
gastrointestinales leves (flatulencia, aerofagia) y disfunciones hepatobiliares menores
como insuficiencia hepética (higado y vesicula perezosos), hepatitis, estrefiimiento y

migrafas provocadas por malas digestiones.

El consumo de boldo estimula la produccion de bilis (puede duplicar el flujo de la bilis) y
la salida del fluido desde la vesicula, lo cual favorece la digestion y combate los sintomas
derivados de un mal funcionamiento del higado o de la vesicula (flatulencia y espasmos

intestinales).
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No obstante, a pesar de que los preparados de boldo son beneficiosos para conseguir una
buena funcion hepatica, no hay que abusar de su ingestion ni tomarlo sin prescripcion o
supervision médica. Conviene que el tratamiento con boldo no supere las cuatro semanas
y no se superen las dosis recomendadas, pues se han observado casos de intoxicacion.
(56)

1.7.6 .COMPOSICION QUIMICA

OH
OCH;
OCH,
N7 OH
CHs

FUENTE: ESTRUCTURA MOLECULAR DE BOLDINA. Http://es.wikipedia.org/wiki/Boldina 2013-01-15

FOTOGRAFIA No 2 BOLDINA (PRINCIPIO ACTIVO DE Peumus boldus)

Peumus boldus, contiene dentro de su composicion el alcaloide llamado boldina. Esta
sustancia estimula la secrecion biliar y la produccion de jugos gastricos, debido a esto el
boldo posee propiedades digestivas.

Ademas el boldo presenta entre sus componentes aceites esenciales, tales como el
eucaliptol y ascaridiol. Estas sustancias son responsables de las propiedades
carminativas del arbol de boldo, ademas de ayudar a la desinflamacién de los tejidos.
Dentro de los componentes del boldo se destacan los flavonoides, los cuales tienen
excelentes propiedades, que ayudan a reducir los riesgos de enfermedades cardiacas.
Ademas, se encuentran presentes en la composicion del boldo taninos, que se destacan
por sus propiedades antioxidantes.

Debido a los flavonoides, las sustancias antiinflamatorias, la boldina y los aceites

esenciales, el boldo podria presentar propiedades para adelgazar. (16)

e Aceite esencial: Hasta un 2%. Es parecido al de quenopodio y muy rico en cineol
conteniendo hasta una 30%. Contiene cimol y un 45% de ascaridol. Tambien

contiene eugenol, pineno y terpineol.


http://www.plantasparacurar.com/propiedades-del-boldo
http://www.innatia.com/s/c-alimentacion-sana/a-que-son-los-antioxidantes.html
http://www.aperderpeso.com/propiedades-del-te-de-boldo-para-adelgazar/

27

e Alcaloides: hasta un 0,5%. 25% de los alcaloides de boldina, 0,3% de
boldoglucina con propiedades narcética. También encontramos esparteina,

isocoridina, laurotetanina, norisocoridina y 15 alcaloides mas.

e Glicdsidos flavonicos: Peumosido, boldésido, fragosido, boldoglucina

(heterosido mal definido).

También encontramos 4cido citrico, taninos, Oxalato de calcio, sustancias aromaticas. De

agua contiene un 8%, materias minerales hasta un 12% y un 10% de lipidos. (16)

1.7.7 ACCION FARMACOLOGICA

Tiene una accion hepatoprotectora, digestiva, colerética, colagoga, antinflamatoria,

antihelimintica

—Estimula la funcion de la vesicula y es ideal contra los parasitos, para desparasitar lo
mejor es la bilis, si un higado funciona bien y estimula la produccién de bilis, no hay un
medio adecuado para la instalacién de paréasitos-; funguicida y diurética. A dosis elevada
es anestésico, sedante e hipnotico. (8)

Dado el contenido en sustancias con accion aperitiva, colerética y colagoga, el empleo de
hojas de boldo se usa con notable eficacia para tratar dispepsias, trastornos
gastrointestinales leves (flatulencia, aerofagia...) y disfunciones hepatobiliares menores
como insuficiencia hepatica (higado y vesicula perezosos), hepatitis, estrefiimiento y
migrafas provocadas por malas digestiones.

No obstante, a pesar de que los preparados de boldo son beneficiosos para conseguir una
buena funcion hepatica, no hay que abusar de su ingestion ni tomarlo sin prescripcion o
supervision médica. Conviene que el tratamiento con boldo no supere las cuatro semanas

y no se superen las dosis recomendadas, pues se han observado casos de intoxicacion. (8)

1.7.8 ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

La actividad hepatoprotectora se refiere a la regeneracion de las células hepaticas. Esto
quiere decir que aceleran la funcion natural del higado de reemplazar las células dafiadas.
(35)
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Hay plantas hepatoprotectoras que pueden estimular los sistemas de detoxificacion del
higado para eliminar los compuesto toxicos que pudieran haber ingresado al mismo (ya
sea alimentos en mal estado - las toxinas - como farmacos muy potentes). Uno de
los mecanismos mé&s importantes de detoxificacion lo constituyen los sistemas
enziméticos de las catalasas y superdxido-dismutasa. Estos mecanismos son muy
importantes para permitir la eliminacion de radicales libres del organismos. Entre las

plantas que cumplen con este rol figuran:
- El boldo (Peumus boldus)

El cardo mariano es una de las especies mas reputadas, conteniendo entre sus activos la

Silimarina, de gran poder detoxificante y regenerador de las células hepaticas. C. (54)

1.7.9 EFECTOS ADVERSQOS

Debido a la presencia dentro de la composicién del boldo, del alcaloide boldina y de

aceites esenciales, no es recomendable el consumo durante el embarazo y la lactancia.

Esto es asi, debido a que no existe evidencia clara que demuestre que el consumo de
boldo en dosis adecuadas, no genera problemas al lactante, ni ocasiona abortos

espontaneos. (61)

El consumo de boldo, a causa de sus componentes podria ocasionar efectos neurotoxicos,

sin embargo no existe evidencia clara sobre esta situacion.

Debido a que los aceites esenciales del boldo son extraidos en sustancias alcohdlicas, no
es recomendable su ingesta por nifios, ni tampoco por personas que tengan problemas de

alcoholismo. (61)
1.8. DROGAS HEPATOPROTECTORAS

Aparte de los mecanismos de proteccion celular vistos anteriormente, existen varias
drogas que se usan para proteger el parénquima hepéatico en pacientes expuestos a
hepatotdxicos. Asi, la droga prometacina (una fetotiacina) fue la primera que se demostrd

que tenia un efecto hepatoprotector contra la accién necrogénica del CCls. La accion



29

parece ser por secuestro de CCIsOO (radicales peroxiloclorocarbonados) que pueden
iniciar la peroxidacion lipidica en membranas hepaticas.
La N-acetilcisteina, al ser un precursor del GSH (cisteina) protege contra agentes

oxidantes, como el acetaminofén. (33)
1.8.1. SIMARIN

Silimarina con vitaminas del complejo B Hepatoprotectores

SIMARIN plus

FUENTE: SIMARIN (SILIMARINA+COMPLEJO B).http:/www.pharmabrand.com.ec/es/producto-simarin-2013-01-10

FOTOGRAFIA No. 3 MEDICAMENTO SIMARIN®
1.8.1.1. Composicion

TABLA No 2. COMPOSICION DE LA CAPSULA DE SIMARIN

Silimarina 140mg
vitamina B1 4 mg
Vitamina B2 4 mg
Nicotinamida 12 mg
Vitamina B6 4 mg

Pantotenato de calcio 8 mg
Vitamina B12-Cianocobalamina 1.2 mcg

FUENTE: SIMARIN http://www.pharmabrand.com.ec/es/producto-simarin 2013-01-11

1.8.1.2 Accidn terapéutica

La silimarina actla a nivel del hepatocito como estabilizador de la membrana celular
lesionada y hace efectiva una compleja proteccion del higado frente a influencias
nocivas, logrando la recuperacion de las células hepéaticas ya lesionadas, que se
manifiesta en una mejoria del estado general, disminucion de las molestias digestivas,

aumento del apetito y peso, mejora de la sintomatologia hepética y normalizacion de los
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valores en los analisis clinicos. Las vitaminas del complejo B constituyen una unidad
funcional en el metabolismo intermedio. Influyen sobre la funcion enzimaética en el
metabolismo de la albimina y de los hidratos de carbono. Poseen también una accion
hepatoprotectora, acelerando la recuperacion del parénquima hepéatico dafiado vy
facilitando la funcion desintoxicadora del higado. Ademas, si se considera la significativa
disminucion de las vitaminas del complejo B que se presenta en las hepatopatias por la
pérdida de la capacidad de almacenamiento, la administracion de vitaminas del complejo
B esta indicada. (59)

1.8.1.3. Indicaciones

Simarin® Plus esta indicado en la terapia hepatica. Lesiones de origen toxico-
metabdlico, especialmente aquellos que se caracterizan por una intensa peroxidacion,
como por ejemplo las provocadas por la ingesta cronica del alcohol y de medicamentos

hepatotdxicos: esteatosis hepatica, hepatitis alcohdlica, cirrosis hepatica. (59)
1.8.1.4. Contraindicaciones

Hipersensibilidad a cualquiera de los componentes de la férmula. (59)
1.8.1.5. Efectos adversos

No se han descrito (59)

1.8.1.6. Posologia y administracion

Se recomienda 1 cépsulas de Simarin® Plus después de cada comida. Dosis de

mantenimiento: Simarin® Plus 1 capsula diaria. (59)

1.8.1.7. Presentacion comercial

Simarin® Plus. Silimarina con complejo B. Caja por 10 y caja por 40 capsulas. (59)
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1.8.1.8. Mecanismo de accién de la silimarina

La Silimarina es el principio activo de la planta Silybum marianum, conocida por todos
como Cardo Mariano, es a la vez una de las sustancias mas poderosas y protectoras que
se conocen.

Su poderoso efecto protector contra intoxicaciones resulta ser eficaz incluso contra la
grave intoxicacion producida por la seta venenosa Amanita falloides, siendo capaz de
contrarrestar los efectos toxicos, prevenir la muerte y reducir considerablemente el dafio
hepatico. (48)

El efecto més interesante de la Silimarina sobre el higado sea su capacidad de estimular
la sintesis de proteinas. Esta estimulacion favorece la capacidad del higado para
reemplazar las células dafiadas por las nuevas — regeneracién hepética -, pero también es
interesante saber que la Silimarina NO produce el mismo efecto estimulatorio sobre los
tejidos malignos.

La Silimarina aumenta mas de 35% los niveles de glutation en el higado, un aminoacido
muy necesario para desintoxicar la sangre de las sustancias nocivas que se toman con los
alimentos, como el alcohol, sustancias contaminantes, medicamentos y hormonas que a
largo plazo pueden causar mayores dafios. ElI Glutation neutraliza los radicales libres,
ademas de los residuos metabdlicos y hormonales y actla como poderoso Antioxidante,
sobre todo en combinacion con el Selenio, para formar la potente enzima Glutation
Peroxidasa. (58)

Se ha postulado para la Silimarina un triple mecanismo de accion:

a) Modificacion de la membrana celular externa de los hepatocitos impidiendo el ingreso
de las toxinas al interior de las células;

b) Estimulacion de la actividad de la polimerasa A nucleolar, aumentando la sintesis
ribosomal de proteinas y la capacidad de regeneracién del higado y la formacion de
nuevos hepatocitos y c) un efecto antioxidante que contrarresta la accion de los radicales
libres que se forman como metabolitos reactivos por accion de las toxinas y que dafian

las membranas celulares. (58)



1.9 RATAS WISTAR (Rattus novergicus)

FUENTE: RATA (Rattus novergicus) BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

FOTOGRAFIA No 4. Rattus novergicus

1.9.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Tabla No. 3 Clasificacion taxonémica de Rattus novergicus

Superreino Eucariota
Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Superphylum Deuterostomia
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Infraphylum Gnathostomata
Superclase Tetrapoda
Clase Mammalia
Subclase Theria
Infraclase Placentalia
Orden: Rodentia
Suborden Myomorpha
Superfamilia Muroidea
Familia Muridae
Subfamilia Murinae
Género Rattus
Especie Norvegicus

Nombre binomial

Rattusnorvegicus
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Subspecies R. n. albinicus - R. n. albus - R. n.

norvegicus. (14)

FUENTE: Normas Ramales. Drogas crudas y extractos y tinturas NRSP 309,311 Y 312 MINSAP.1992

1.9.2 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

La rata noruega presenta un pelaje aspero y grueso con prominentes orejas desnudas y
cola practicamente desnuda, que generalmente es mas corta que el cuerpo y cabeza. De
color blanco. Las hembras tienen 12 mamas. Posee cuatro incisivos, dos superiores y dos
inferiores, carece de caninos y premolares anteriores lo que ocasiona que haya un
diastema.

Sus incisivos crecen durante toda su vida a partir de la base, que va sustituyendo la
porcién desgastada por la actividad de cortar y roer materiales duros. La parte exterior
del diente es méas dura y carece de nervio, salvo en la base (Nowak, 1991). (13)

1.9.3 MEDIDAS

Longitud total: 80 a 480 mm (Nowak, 1991; Redford y Eisenberg, 1992; Ballenger,
2001).(10)

Longitud de la cola: 187 mm en promedio (Ballenger, 2001); 153 a 218 mm (Redford y
Eisenberg, 1992). (10)

Longitud de la pata trasera: 37 a 44 mm (promedio) (Redford y Eisenberg, 1992). (10)
Peso: 200 a 500 g (Nowak, 1991; Bertram y Nagorsen, 1995). (13)

1.9.4 CICLO REPRODUCTIVO

Puede ser a lo largo de todo el afio, aunque se han reportado picos en primavera y otofio;
las hembras son poliéstricas y pueden tener entre 1 y 12 camadas al afio; presentan estro
posparto. Las hembras son receptivas por un periodo de 20 horas, cada 4 a 6 dias
(Nowak,1991). (51)42

Tiempo de gestacion: De 21 a 26 dias (Nowak, 1991). (23)

1.9.5 TAMANO DE LA CAMADA

Desde 2 hasta 22 crias; promedio 8 a 9. Las crias nacen ciegas y desnudas, pero pueden
ver y estdn completamente cubiertas de pelo a los 15 dias, dejando el nido a los 22 dias,
aproximadamente (Nowak, 1991). Madurez sexual: Entre 2 y 3 meses (Nowak, 1991).
(23)
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1.9.6 HABITOS ALIMENTICIOS

Omnivora, comiendo desde materia vegetal, hasta animal y en particular semillas,
granos, nueces, vegetales y frutas, aunque también comen insectos y otros invertebrados.
Esta especie come todo lo que el ser humano y mas, incluyendo papel, cera de abejas,
jabon, etc.

La comida comunmente es llevada para almacenar a sus guaridas. En particular prefiere
alimentarse de productos animales, tales como pajaros y huevos, y es excelente cazadora
de peces. También se pueden alimentar de ratones, pollos y crias de cerdos y borregos,
atacando en ocasiones animales mayores. La principal limitante es la presencia de agua
(Nowak, 1991). (23)
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CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE INVESTIGACION.

La presente investigacion se llevo a cabo en:

- Laboratorio de Productos Naturales de la ESPOCH.
- Laboratorio de Fitoquimica de la ESPOCH.

- Bioterio de la ESPOCH.

- Laboratorio Histopatol6gico de SOLCA- Riobamba.

- Laboratorio Histopatoldgico Dr. Oswaldo Dugue Andrade.

2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1. MATERIALES

2.2.1.1 Vegetal
Como materia prima se utilizo las hojas de Boldo (Peumus boldus).
La materia prima fue obtenida en el mes de Septiembre del 2012 en Jambi Kiwa, en el

Canton Riobamba, en la provincia de Chimborazo.

2.2.1.2. Extracto

Para el extracto se utilizo:

1. Alcohol potable (96%)

2. Hojas de Boldo (Peumus boldus). (500 gramos)



N
no
N

. REACTIVOS

Agua

Metanol

Acetato de etilo

Reactivo de Dragendorf

Reactivo de Wagner

Reactivo de Lieberman —Burchard
Reactivo de Borntrager

Reactivo de Baljet

© © N o gk~ w DN PE

Reactivo de Sudan 11

10. Solucién de Cloruro Férrico al 5%
11. Solucidn de Ninhidrina al 5%
12. Solucion de Fehling Ay B

13. Cloruro de sodio

14. Alcohol amilico

15. Eter

16. Cloroformo

17. Cloruro de sodio

18. Hidroxido de sodio

19. Acido Sulfdarico concentrado
20. Acido clorhidrico 10%

21. Acido clorhidrico concentrado
22. Solucion de sulfato de serio

23. Solucidn reveladora de Dragendorf
24. Amoniaco

25. Anhidrido aceético

26. Granallas de magnesio metélico
27. Acetato de etilo

28. Dietilamina

29. Tolueno

30. Acido acético glacial

36
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2.2.3 EQUIPOS

© 0 N o 0o b~ w0 DR

Balanza analitica (BOECO)

Desecador

Estufa (MEMMERT)

Mufla (OPTIC IVYMEN SYSTEM)

Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD SYSTEM)
p H-metro (HANNA INSTRUMENT)

Refractometro

Agitador mecanico

Cabina extractora de gases (Memmrt)

MATERIALES Y REACTIVOS PARA COMPROBAR LA ACTIVIDAD
HEPATOPROTECTORA

Materiales

8.
9.

N o g bk~ wDd e

Algodén

Bandejas de plastico

Caja de guantes y mascarillas
Jeringas 3ml

jeringas de insulina

Balones aforados

Cénulas.

Vaselina pura

Vasos de precipitacion

10. Vidrio reloj
11. Reverbero

12. Frascos de orina

13. Tubos tapa roja

14. Capilares

15. Camara de anestesia

16. Reverbero
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b. Reactivo bioldgico

1. Ratas Wistar del Bioterio de la Facultad de Ciencias ESPOCH

c. Reactivos:
a. Extracto acuoso de Boldo (Peumus boldus) a dosis diferentes (100%, 66%
y 33%).
SIMARIN® PLUS(Pharmabrand)
Agua destilada

o

a o

Alcohol antiséptico

Gel desinfectante

@

f. Suero fisiologico

g. Formol 10%

2.3 TECNICAS Y METODOS

2.3.1 TECNICA POR INFUSION

Se obtuvo el extracto acuoso de Boldo diariamente por infusion en tres diferentes dosis;
100%, 66% y 33%. Esterilizamos los utensilios pesamos 12g de las hojas de boldo en
100mL de agua destilada sometemos a infusion por 13 minutos, dejamos que se enfrié para

posteriormente filtrar y proceder con su administracion.

2.3.2 ANALISIS FISICO - QUIMICO

2.3.2.1. Determinacion del contenido de humedad

Método Gravimétrico

Se pesd 2 g. £ 0.5 mg de droga cruda y se transfirieron a un pesa filtro previamente
tarado y se secO a 100°C durante 3 horas. El pesa filtro se puso en un desecador donde se
dejo6 enfriar hasta temperatura ambiente y se peso; colocandose nuevamente en la estufa
durante 1 hora y se repitio el procedimiento hasta obtener masa constante. El ensayo se

realizé por triplicado. (15)
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Calculos:
%H= M2 - M1 *100
M

FORMULA Ne 1.
Donde:

H = Porcentaje de Humedad

M = masa de la muestra de ensayo (g).

M1= masa del pesa filtro con la muestra desecada (g)
M2 = masa del pesa filtro con la muestra de ensayo (Q).

100 = factor matematico para los calculos.

2.3.2.2. Determinacion de cenizas totales.

Se determina la masa de no menos de 2.0g ni mas de 3.0g de la porcidén de ensayo
pulverizada y tamizada con una desviacion permisible de 0.5mg en un crisol de porcelana
o platino (en dependencia de la sustancia analizada) previamente tarado. Caliente
suavemente la porcion de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar y
posteriormente incinere en un horno mufla a una temperatura de 700 a 750 °C, si no se
sefiala otra temperatura en la norma especifica, durante 2 horas.

Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso hasta que dos
pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5mg por g (masa constante).

Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son de 30
min.

Si el residuo presenta trazas de carbdn, se le afiaden unas gotas de solucion de peréxido
de hidrégeno concentrado, acido nitrico o solucion de nitrato de amonio al 10% m/v y se
calienta hasta evaporar los solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color blanco o
casi blanco. (15)

Expresion de los resultados:

 M2-M
T M1-—M
FORMULA N° 2

X 100
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C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2= masa del crisol con la ceniza (Q)

100= factor matematico para los célculos.

Los valores se aproximan hasta las décimas.

2.3.2.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas en A, se le afiaden de 15 a 20 mL de agua. El crisol se tapa y
se hierve suavemente a la llama del mechero durante 5min. La solucion se filtra a través del
papel de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se transfiere al crisol inicial, se
carboniza en un mechero y luego se incinera en un horno mufla de 700-750 °C, durante 2h.
Posteriormente se coloca en una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se

pesa. Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso constante.

Expresion de los resultados.

M2 —-—Ma
Ca=———X100
M1-—-M

FORMULA N° 3

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

Los valores se aproximan a las décimas.

2.3.2.4. Determinacion de cenizas insolubles en &acido clorhidrico.

A las cenizas totales obtenidas segun la técnica, se le afiaden de 2-3 mL de &cido
clorhidrico al 10%. El crisol se tapa con un vidrio reloj y se calienta sobre un bafio de
agua hirviente durante 10min. Se lava el vidrio reloj con 5mL de agua caliente y se une al
contenido del crisol. La solucion se filtra a través de un papel de filtro libre de cenizas; se
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lava el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico p.a; al
cual se le afiade una o dos gotas de solucion de nitrato de plata 0.1mol/L, no muestre
presencia de cloruros. El filtrado con el residuo se deseca de 100 a 105 °C, se transfiere al
crisol inicial y se incinera en un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante 2h
(si no se sefala otra temperatura en la norma especifica). Posteriormente se coloca en
una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa. Se repite el

procedimiento hasta obtener masa constante. (15)
Expresion de los resultados
M2 —-M

T M1-—M
FORMULA N° 4

X 100

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcién de ensayos (Q)

M2= masa del crisol con la ceniza (Q)

100= factor matematico.

Los valores se aproximan hasta las décimas.

2.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

La planta fresca, seca o el residuo de una extraccidn; es sometida a una extraccion
sucesiva segun el esquema de la Figura. 4, al extracto se le mide el volumen obtenido y
se le calcula su concentracion, esto es, gramos de sustancias extraidas por mL de
extracto.

Durante el tamizaje fitoquimico se aplicé diferentes técnicas para determinar mediante
reacciones de precipitacion, colorimétricas o de otro cambio fisico-quimico que indique

la presencia de grupos funcionales de metabolitos secundarios.
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‘ 500 g MATERIA VEGETAL

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CCN ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

FUENTE: NORMAS RAMALES. DROGAS CRUDAS Y EXTRACTOS Y TINTURAS. NRSP 309, 311 Y 312. MINSAP 1992.

FIGURA No. 5 EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL PARA LA APLICACION DE
TECNICAS DE TAMIZAJE FITOQUIMICO.

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR ENl FRACCIONES

1L‘1L 2'mL ‘ 2|mL

2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE 2mL ENSAYOQ DE .
CATEQUINAS FEHLING ENA A e Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
{AZ. REDUCTORES) LIEBERMAN-BUCHARD |FENOLES Y TANNOS BORNTRAGER] (CARDENCLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFE
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)| = ! (QUINONAS) MAYER Y WAGNER
2mL (ALCALOIDES)
ENSAYC DE 2 mL

ENSAYD DE 2mL
RESINAS 2mL NINHIDRINA ENSAYO DE
ENSAYO DE BALJET [AMINCACIDOS) ANTOCIANIDINA

(LACTONAS)
2'mL Sl
ENSA 2UMA ml
EARERLE ENSAYO DE

SHINCDA
(FLAVOMNOIDES)

FUENTE: NORMAS RAMALES. DROGAS CRUDAS Y EXTRACTOS Y TINTURAS. NRSP 309, 311 Y 312. MINSAP 1992

FIGURA No. 6. ESQUEMA DE LAS REACCIONES A REALIZAR EN EL EXTRACTO
ALCOHOLICO.

2.4.1 ENSAYO DE DRAGENDORFF

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente orgénico, este debe evaporarse en bafio de agua y el
residuo redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es
acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado, (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucidén acuosa acida se realiza el
ensayo, afladiendo 3gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera

(+), turbidez definida (++), precipitado (+++). (15)
2.4.2 ENSAYO DE MAYER

Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucién acida. Afada una

pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas de la solucion
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reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++), precipitado
COpPOSO (+++).

Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-oxidos libres, éstos solo se
encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++)
0 (+++), en todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccion

incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias. (15)

2.4.3 ENSAYO DE WAGNER

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién acida, afiadiendo 2 6 3 gotas

del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

2.4.4 ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos
tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo
B y la posicion 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua vy el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1
mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan
resbalar 2-3 gotas de &cido sulflrico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene

por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.
2- Verde intenso-visible aunque rapido.
3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material
evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. (15)

IMPORTANTE: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccién
pues ésta con el &cido sulfarico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un accidente.
La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las estructuras
esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azul o azul

verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas
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coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y

esteroides saturados que puedan estar presentes.

2.4.5. ENSAYO DE BORNTRAGER

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota del
extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el
Residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en
reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de
rosado o rojo, el ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja
(+++). (15)

2.4.6 ENSAYO DE BALJET

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular Coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden dar
positivo al ensayo.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En estas
condiciones se adiciona 1mL del reactivo, considerdndose un ensayo positivo la

aparicion de coloracion o precipitado rojo (++ y +++) respectivamente. (15)

2.4.7 ENSAYO DE SUDAN

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a la
alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 mL de una solucion
diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta
evaporacion del solvente.

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula
coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos

respectivamente.
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2.4.8 ENSAYO DE CATEQUINAS

Para ello, tome de la solucidn alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucion de carbonato
de sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo

positivo. (15)

2.4.9 ENSAYO DE RESINAS

Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucién alcohodlica, 10 mL

de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo. (15)

2.4.10 ENSAYO DE LA ESPUMA

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de

2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos. (15)

2.4.11 ENSAYO DEL CLORURO FERRICO

Permite reconocer la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de
una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica (cloruro de sodio
al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente
taninos. A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas
de una solucion de tricloruro ferrico al 5 % en solucion salina fisiologica, un ensayo

positivo puede dar la siguiente informacion general:

1. Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendélicos en general.
2. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

3. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
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2.4.12 ENSAYO DE LA NINHIDRINA

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoécidos libres o de
aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL de solucion al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5-10

minutos en bafio de agua. (15)

Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color azul violaceo.

2.4.13 ENSAYO DE SHINODA

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal. Si la alicuota
del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos,
se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la
adicion del &cido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,
naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos. (15)

2.4.1.4. ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calientan 2 mL del extracto
etanolico 10 min. con 1 mL de HCL conc. Se deja enfriar y se adiciona 1 mL de agua y 2
mL de alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos fases. La aparicion de color rojo

a marrdn en la fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo. (15)

2.4.1.5 ENSAYO DE FEHLING

Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se

calienta en bafio de agua 5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la
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solucién se colorea de rojo o aparece precipitado rojo. El reactivo se prepara de la
siguiente forma:

Solucién A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hidratado cristalizado y se disuelven con
agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Solucion B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidréxido de sodio y

se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad
en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla
es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

También pueden realizarse otros ensayos no comprendidos en este esquema de tamizaje,

para la deteccion de otros compuestos. (15)
2.5 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

2.5.1 PREPARACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE BOLDO (Peumus
boldus)

Los extractos blandos son liquidos espesos 0 masas semisolidas, que se obtienen por
concentracion de los licores extraidos sin llegar a sequedad. Generalmente cada gramo de
licor extractivo es equivalente a 2-6 g de droga.

Las principales técnicas extractivas son: maceracion, lixiviacion o percolacion, digestion,

infusidn, destilacion y extraccién continua.

Meétodo por Maceracion:

Se remojo la droga cruda fragmentada en un recipiente amplio y cerrado con Alcohol
potable al 96% para que este penetre la estructura celular y disuelva las sustancias.

Se deja en remojo durante 2- 14 dias agitando continuamente durante los dias de reposo.
Finalmente esta maceracion se filtra, experimiendo el residuo y lavando con un poco de
alcohol potable al 96%, el filtrado se recoge en un frasco y posteriormente se refrigera
para decantar las clorofilas y luego utilizar el extracto para las investigaciones

planteadas.
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Concentracion del extracto alcohélico

v Concentrar en el Rotavapor el extracto recogido que fue de 250 mL hasta obtener
un volumen de 70mL

v" Se recoge el alcohol recuperado y poner en un envase etiquetado.

2.5.2 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS

2.5.2.1 Determinacion del pH.

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acuosas se caracterizan por el valor del indice
de hidrogeno, pH. El pH es por tanto un indice numérico que se utiliza para expresar la
mayor o menor acidez de una solucion en funcién de los iones hidrégenos. Se calcula

tedricamente mediante la ecuacion:

pH = - log a [H+]
a [H+] = actividad de los iones hidrégeno.

En la practica la medicion del pH se lleva a cabo por medio de la lectura de pH en la
escala de un instrumento medidor de pH, ya sea igual o analdgico. Esta lectura esta en
funcion de la diferencia de potencial establecida entre un electrodo indicador y un
electrodo de referencia usando como solucion de ajuste de la escala del medidor de pH,
una solucion reguladora del mismo.

Se ajusta el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que se

realizara la determinacion. Posteriormente determinese el valor del pH de la muestra.

2.5.2.2 Determinacion de la densidad relativa.

Se entiende por densidad relativa a la relacion entre masa de un volumen de la sustancia
a ensayar a 25°C y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este
término equivale a peso especifico.

Primeramente pésese el picnometro vacio y secos 2° C y llénese con la porciéon de
ensayo, manténgalo a la temperatura de 25 °C (x1°C) durante 15 min y ajustesele el
liquido al nivel empleado, si es preciso, una tira de papel para extraer el exceso secar

exteriormente el picnémetro.



49

Se pesa cuidadosamente el picnémetro con la porcién de ensayo y se repite la operacion
con el agua destilada a 25 °C, después de limpio el picnémetro.
Expresion del resultado:

La densidad relativa a 25 ° C se calcula por la siguiente formula:

D25 =

FORMULA N° 5

Donde:
M1 = peso del picnémetro con la muestra (g)
M2 = peso del picnémetro con la muestra (g)

M = peso el picndmetro vacio (g)

2.5.2.3 Determinacion del indice de refraccion.

El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada sustancia, la cual
representa la relacion entre el seno del &ngulo de incidencia de la luz y el seno del angulo
de refraccion cuando la luz pasa oblicuamente a través del medio.

Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:

Seni

n= Senr,

FORMULA N° 6

Asi los refractometros utilizan como principio de medicion, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un contraste claro y otro oscuro. La linea de
separacion entre ambos campos establece el angulo limite de la luz incidente. Se coloca
sobre el prisma de medicidn una gota de agua destilada. Utilizando para ello una varilla
de vidrio que no tenga cantos agudos, se ajusta el equipo seleccionado la zona del
espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de

los campos claro y oscuro.
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Después de haber realizado el ajuste del refractometro, se coloca una gota de la muestra
de ensayo sobre el prisma de medicion, se cierra el termoprisma y se enfoca la luz por
medio del espejo, de modo tal que la misma incida sobre la apertura de entrada del

prisma de medicion y se proceda de la misma forma que con el agua.

Expresion de los resultados:
Se hacen tres lecturas y se calcula el promedio de las mismas. Dos 0 mas lecturas no
deben diferir en mas de 0.002.
Si las determinaciones no se efectlian a la temperatura de referencia se emplea la férmula
siguiente:

Nd25 = Ndt + 0.00044 (t-25)

FORMULA N° 7

Donde:

Nd25 = indice de refraccion a 25 °C.

Ndt = Valor leido en la escala del aparato a la temperatura.

T = valor de la temperatura a que se realiza la medicién (°C).
0.00044 = factor de correlacion por Grados Celsius.

Los valores se aproximan hasta las milésimas

2.5.2.4 Determinacion de Soélidos totales.

La determinacion de la variacion de la masa, debido a la pérdida o eliminacion de
sustancias volatiles por accion del calor, mediante un proceso de evaporacion de la
porcion de ensayo y secado del residuo en estufa, hasta masa constante, se le asigna
como solidos totales. 5.0 mL del extracto se llevan a una capsula previamente tarada a
105 °C, se evapora sobre bafio de agua hasta que el residuo esté aparentemente seco. Se
pasa entonces hacia una estufa y se deja hasta peso constante (aproximadamente 3 horas).
Se retira la capsula de la estufa y se coloca, en una desecadora hasta que alcance la
temperatura ambiente.

Para obtener la masa constante entre una pesada y otra se mantendra un tiempo de secado

de 60 minutos.



51

Expresion de los resultados:

La cantidad de sélidos totales, expresado en %, R, se calcula por la siguiente formula;

St = P00
|5

FORMULA N° 8

Donde:

Pr = masa de la capsula mas el residuo (g).
P == masa de la capsula vacia (g).

V = volumen de la porcién de ensayo.

100 == factor matematico para el célculo.

2.5.2.5 Determinacion de los requisitos organolépticos.

1. Determinacion del olor

Se toma una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm de largo
y se introduce un extremo en la muestra de ensayo. Se huele y se determina si

corresponde con la caracteristica del producto.

2. Determinacién del color

Se toma un tubo de ensayos bien limpio y seco y se llena hasta las tres cuartas partes con
la muestra de ensayo Yy se observa el color, la transparencia, la presencia de particulas y

la separacion en capas.

2.5.3 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

a) Alcaloides
Meétodo de extraccién .- Los alcaloides presentes en las células en forma de sales, son
liberadas como bases libres por el amoniaco, extrayendo con un solvente organico en
breve tiempo, tras lo cual se concentra la solucion con vacio, se extrae con acido diluido
quedando en la fase orgéanica la clorofila y la mayoria de los deméas pigmentos, terpenos,
esteroles, etc. La solucion acuosa se alcaliniza con NaOH o NH40OH y se extrae con un

solvente inmiscible (benceno, éter o cloroformo). De esta manera, se realiza una primera
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purificacion de los alcaloides realizandose esta operacion en pocas horas obteniéndose en
forma de alcaloides totales.

Para realizar el perfil cromatografico de alcaloides se trabajé con el crudo de alcaloides
disueltos en metanol aplicAndose sobre el cromatofolio 10 uL de la solucidn de ensayo a
1 cm del borde inferior, luego se corrié 8 cm a partir de la linea de aplicacién utilizando
como fase mdvil el sistema tolueno, acetato de etilo y dietilamina (7:2:1). Una vez
recorrido el cromatofolio, se reveld atomizando con el reactivo de Dragendorff se
midieron los Rf, se compararon los Rf hallados y el color de las manchas con reveladores
de luz UV a 254 y 366 nm.

Para cuantificar se realiza una neutralizacion, los alcaloides purificados se disuelven en
acido acético glacial. Como reactivo para la valoracion se emplea HCLO4 y como

indicador cristal violeta (violeta de metilo).

2.6 ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DE LA INFUSION DE LAS HOJAS
DE BOLDO (Peumus boldus)

2.6.1 HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR PARACETAMOL A RATAS
(Rattus novergicus)

2.6.1.1 Animales de experimentacion

Para llevar a cabo esta investigacion se emple6 un lote de 18 ratas (11 machos y 7
hembras) agrupadas en lotes de 3.

Se utilizé 3 machos para la dosis de 100%, 3 hembras para la de 66%, 3 machos para la
dosis de 33%, 3 hembras como blanco, 1 hembra y 2 machos para control positivo con
simarin y 3 machos para control negativo

Los animales tenian de 7 a 8 semanas de edad, acondicionandolos en cajas pléasticas de
polipropileno los mismos que se encontraban en condiciones ambientales controladas
(temperatura 20,6 + 1,8°C, humedad relativa 59,8+5,2 fotoperiodo de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad), por un periodo de adaptacion de 8 dias. Se alimentaron con la
formula peletizada y agua ad libitum. (23)

Se coloco un animal por caja para evitar cualquier inconveniente.



53

2.6.1.2 Administracion de Paracetamol

Se administro a las ratas del control positivo, control negativo y a los 3 grupos de
experimentacion 0,7mL de paracetamol los 3 dltimos dias de experimentacién siendo
este medicamento segun la dosis un hepatotoxico que causa un dafio hepatico severo.
(35)

2.6.1.3 Obtencion de Sangre del Seno orbital

Con un ayuno de 14 horas se coloco al animal en una camara cromatografica que
contenia un anestésico Ilamado seborane. Se introdujo al animal en esta camara por unos
segundos, posteriormente se sujetd firmemente para desinfectar los bordes externos de
los ojos con suero fisioldgico, se introduce cuidadosamente un tubo capilar en la esquina
posterior del ojo, mover hacia adentro y fuera del seno para mantener el flujo de sangre.
Recoger la sangre necesaria en un tubo de tapa roja para realizar las pruebas bioquimicas
(ASAT y ALAT), limpiar el ojo con suero fisiolégico y esperar que el animal se recupere

totalmente para regresarlo a su jaula. (13)

2.6.1.4 Determinacion de Enzimas Hepéticas en Sangre

Se evaluaron los niveles de Aspartatoaminotransaminasa (ASAT) vy
Alaninaminotransaminasa (ALAT) al inicio y al finalizar el tratamiento y de induccion
de la hepatotoxicidad. La muestra sanguinea fue extraida de cada una de las ratas de los
ojos debido a la cantidad que se requeria para el analisis; un volumen aproximado de
3mL, después se coloco en los tubos de tapa roja para su respectivo analisis de enzimas
hepaéticas. (62)

2.6.1.5. Examen Anatomopatoldgico

Al culminar el ensayo las ratas fueron sacrificadas por el método de eutanasia con
seborane. Se realizo la necropsia y se procedi6 a la extraccion del higado al mismo que se
le observaron sus caracteristicas macroscopicas como el color, aspecto, consistencia,
forma, peso, y medidas tanto largo, ancho y profundidad.

Posteriormente se colocaron los higados en envases que contenia formol diluido al 10%

para el examen histopatoldgico.
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2.6.1.6 Examen Histopatoldgico
Se realizaron los cortes histologicos de cada higado luego se prepararon las placas para

ser observadas microscopicamente y asi determinar el porcentaje de proteccion y/o dafio.

2.6.1.7 Administracion del Tratamiento

Se administré via oral 2mL del extracto acuoso de Boldo (Peumus boldus) en una
concentracion de 200 mg/kg al Grupo A, B y C en las concentraciones de 100%, 66%,
33% respectivamente a cada lote durante 9 dias. La administracion fue una vez al dia por
la mafana antes de la alimentacion de los animales.

Al grupo control positivo se le administro via oral 2mL de SIMARIN en una
concentracion de 150mg/Kg durante 9 dias, una vez al dia por la mafiana después de la
alimentacion de los animales.

Al grupo control negativo se le administro via oral 0.7 mL de paracetamol a partir del
séptimo dia de tratamiento, durante 3 dias. La administracion fue una vez al dia por la
mafiana después de la administracion del extracto acuoso de Boldo (Peumus boldus).

Al blanco no se le administré6 ningun tratamiento y se les mantuvo en condiciones

normales de agua y comida. (35)
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2.6.2 ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL.
DEFINICION DE LOS GRUPOS

TABLA N 0. 4 GRUPOS DE EXPERIMENTACION PARA LA COMPROBACION DE LA
ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
BOLDO (Peumus boldus)

BLANCO 3 ratas (hembra) Agua ad libitum
CONTROL POSITIVO 1 rata (hembra) y 2 Induccién del
(machos) hepatoprotector (simarin)
CONTROL 3 ratas (macho) Induccion de la
NEGATIVO hepatotoxicidad
(Paracetamol)
DOSIS ALTA 100% 3 ratas (machos) Silimarina + paracetamol
DOSIS MEDIA 66% 3 ratas (hembras) Silimarina + paracetamol
DOSIS BAJA 33% 3 ratas (machos) Silimarina + paracetamol

FUENTE: INDUCCION DE HEPATOTOXICIDAD : http: //sisbib.unmsm.edu.pe/brevistas/cimel/v13_n1/pdf/q05v13nl.pdf 2013-01-14

1. PERIODO 1: ACLIMATACION

- Aislamiento de las ratas (machos y hembras) 8 dias previo a la experimentacion.
- Peso de las ratas: 280-320 g. Tomar el peso todos los dias

- Edad: Dos meses

Condiciones ambientales:
- Temperatura: 22°C+2
- Humedad Relativa: 55%z=10
- Periodo: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
- Dieta: normocal6rica, normoproteica.

- Comida: 3g de pellets/100g peso de la rata; agua ad libitum

2. PERIODO 2: INDUCCION DE LA HEPATOTOXICIDAD
Control (-):

Induccidn con Paracetamol
-Dosis: A partir del séptimo dia de experimentacion administramos 200mg/kg de
paracetamol por 3 dias.

- Intervalo: Una administracion diaria por via oral.
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3. PERIODO 3: TRATAMIENTO
Dosis: Administrar 150mg/kg de peso de solucion de SIMARIN durante 3 dias. A partir

del séptimo dia administramos 200mg/kg de paracetamol por 3 dias.

Intervalo: Una administracion diaria por via oral.

Grupos experimentales:

Este procedimiento se aplicard de forma simultnea para los tres grupos experimentales.
Dosis: Administrar 250 mg/kg de peso del extracto acuoso del Boldo (Peumus boldus)
durante 3 dias. A partir del séptimo dia administramos 200mg/kg de paracetamol por 3
dias.

Intervalo: Una administracion diaria por via oral.

4. PERIODO 4: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA
- Pruebas Histopatoldgicas

*Qbservacién macroscépica y microscopica:
v' Extraer el higado de las ratas.
v Realizar el examen macroscépico del higado, en donde valoramos los siguientes

parametros:

= Color del higado
= Tamafio del higado

» Forma del higado

Colocar el higado en un frasco con formol diluido al 10% por 48 horas.
Realizar los cortes histologicos para la microscopia.

Analisis microscopico del tejido hepatico.

AR NERNEEN

Diagnostico

- Pruebas Bioquimicas

v Luego de la experimentacion, tomamos muestras sanguineas de las ratas por

puncién cardiaca.
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v" Realizamos las siguientes pruebas enzimaticas:

-Aspartato amino transaminasa (AST)
-Alaninaminotransaminasa (ALT)

2.6.3. DETERMINACION DE TRANSAMINASAS ALAT Y ASAT

2.6.3.1. Materiales

Espectrofotémetro

Agua destilada

Algoddn

Pipetas automaticas100 uL y 1000 uL
Puntas de pléasticos para pipeta
Cubetas

Reloj

2.6.3.2 Reactivos

TGOy TGP

2.6.2.3 Método

Las transaminasas 0 amino transferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo amino de un aminoacido a un cetoacido (reaccién detransaminacién), requieren de

un grupo prostético: el fosfato de piridoxal para su accion catalitica. Niveles bajos se

detectan en pacientes dializados o con deficiencia de vitamina B6.

Fosfato de piridoxal: es una coenzima derivada de la Vitamina B6
(piridoxina) cuya funcion es la transferencia de grupos amino en la reaccion de

transaminacion. Por ejemplo el alfa — cetoglutarato recibe el grupo amino del fosfato de

piridoxal para formar glutamato.
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2.6.3.4 Principio de la reaccion
La aspartato aminotransferasa (ASAT) cataliza la transferencia del grupo amino del

aspartato al oxoglutarato con la formacién de glutamato y oxalacetato.

L-Aspartato + 2-Oxoglutarato GOT L-Glutamato + Oxalacetato
—>
pH 7.4
La alanina aminotransferasa (ALAT) cataliza la transferencia del grupo amino de la

alanina al oxoglutarato con la formacién de glutamato y piruvato.

L-Alanina + 2-Oxoglutarato GPTE Glutamato + Piruvato

pH 7.4
La actividad de las transaminasas es proporcional a la cantidad de oxalacetato o piruvato
formados en un tiempo prefijado, medidos colorimétricamente por la accion de la 2,4-
dinitrofenilhidracina (DNFH) en medio alcalino, un compuesto coloreado que se mide a
505nm. (52)

2.6.2.5 Parte Experimental

Procedimiento (en suero o plasma) tanto para TGO como para TGP:
Longitud de onda: Hg 334 nm

Temperatura: 25° C

Cubeta:1 cm paso de luz

Ajuste cero: contra el aire

Reactivo de trabajo 1000 ul colocar en la cubeta
Muestra 100 ul colocar en la cubeta

Mezclar e incubar por 1 minuto a temperatura de 25° C, leer en el espectrofotometro
(A1), repetir las lecturas exactamente al 2do.( A2) y 3er. Minuto(A3)

Realizar los calculos:
AA/ min= Al - A2 (usando los dos primeros minutos de lecturas de absorbancia)

AA1/min= Al - A2 (usando los tres minutos de lecturas de absorbancia)
AA2/ min= A2 - A3
AA/ min = (AA1 + AA2)/2
Concentracion de TGP = AA x 1790
Concentracion de TGO= AA x 1790
Reportar los resultados en U/I
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2.6.2.5 Valores normales
Suero o plasma ratas (ayunas): ASAT 32-92 U/L, ALAT 17-50 U/L (Norwark 1991)
(61).
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el cumplimiento de este trabajo investigativo, se partio del extracto acuoso de Boldo
(Peumus boldus) que fue obtenido diariamente en las instalaciones del Bioterio de la
Facultad de Ciencias. Siendo la materia prima de gran consumo en nuestra sociedad, todo

el proceso se realizo en lo posible bajo un ambiente estéril, libre de contaminacion.

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA SECA DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus).

Previa utilizacion de la droga vegetal en las diferentes aplicaciones, se recomienda la
realizacion del control de calidad de la droga cruda y seca de las hojas de Boldo (Peumus
boldus).

3.1.1 ANALISIS FISICO - QUIMICO

3.1.1.1. Determinacién del contenido de humedad

En la droga cruda y seca de las hojas de Boldo (Peumus boldus), mediante el método
gravimétrico se obtuvieron los siguientes resultados.
CUADRO N° 1. HUMEDAD DE LA DROGA DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).

LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH. OCTUBRE 2012.

% HUMEDAD LIMITES DE ACEPTABILIDAD DE
LA HUMEDAD SEGUN LA USP

DROGA SECA 12.92 Hasta 14%
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Los resultados expresados en el CUADRO No 1 nos indica que el contenido de humedad
es de 12.92% en droga seca de boldo (Peumus boldus) con lo que comprobamos que se
encuentra dentro del limite normal. Este pardmetro evidencia la estabilidad de la planta,

ya que habiendo menor cantidad de agua se evita la proliferacion bacteriana.

3.1.1.2. Determinacion de cenizas totales.
En la droga seca de boldo (Peumus boldus), mediante el método gravimétrico de la
determinacion de cenizas totales, solubles en agua e insolubles en HCI se obtuvieron los

siguientes resultados.

CUADRO N° 2. CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EN AGUA E INSOLUBLES EN HCI DE LA
DROGA SECA DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus)
LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
ESPOCH OCTUBRE 2012.

% C.T % C.solen | % C .ins. HCI LIMITES DE
agua ACEPTABILIDAD
SEGUN
LA USP
Droga seca 8.59 6.02 2.8 C.T12%
C.INS. HCI 5%

El resultado expresado en el CUADRO No 2 de las hojas de Boldo (Peumus boldus)
indica en contenido de cenizas totales de 8.59% mientras que las cenizas solubles en agua
6.02% y cenizas insolubles en &cido clorhidrico 2.8%.

Estos porcentajes son aceptados ya que estan dentro de los limites de la USP (5%). Este
analisis en condiciones rigurosas, es constante y nos permite descubrir falsificaciones por
otras drogas, tierras u otros minerales. Ademas ésta determinacion es primordial ya que
la materia mineral puede ser responsable de alguna accion farmacologica no deseada. Si
en la determinacion ha sido elevado el contenido de cenizas puede ser indicador que en la

recolecciodn existié contaminacién de materia mineral (tierra).
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3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS
HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).

El andlisis de control de calidad se realizd sobre el extracto de las Hojas de Boldo
(Peumus boldus) obtenido por maceracion del vegetal con alcohol potable al 96%.

3.2.1 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico constituye una de las etapas que nos permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una planta. La informacién
obtenida de la investigacion de compuestos de origen vegetal, ayuda a comprender la
fisiologia y bioquimica de los organismos que los producen y a lograr su mejor
aprovechamiento con fines cientificos, medicinales y econémicos.

El tamizaje fitoquimico se realizd en el extracto alcohdlico, etéreo y acuoso

simultaneamente.

CUADRO N° 3. TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO, ETEREO,
ACUOSO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus). LABORATORIO
DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH OCTUBRE

2012.
ENSAYO METABOLITO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
DRAGENDORFF ALCALOIDES “FaFe +++ +++
WAGNER ALCALOIDES +++ +++ +++
MAYER ALCALOIDES +++ +++ +++
LIEBERMAN TRITERPENOS ++
BUCHARD Y/O
ESTEROIDES
BALJET COMPUESTOS ++
LACTONICOS
SUDAN 111 COMPUESTOS -
GRASOS
CATEQUINAS CATEQUINAS -
ESPUMA SAPONINAS - +
CLORURO COMPUESTOS + +
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FERRICO FENOLICOS Y/O
TANINOS
NINHIDRINA AMINOACIDOS -
LIBRES O
AMINAS
SHINODA FLAVONOIDES ++ ++
BORNTRAGER QUINONAS +
ANTOCIANIDINAS | FLAVONOIDES ++
FEHLING PRESENCIA DE - -
AZUCARES
RESINAS RESINAS +
MUCILAGOS MUCILAGOS -

(+++): Cuando la presencia del metabolito secundario es abundante
(++) 6 (+) : Cuando la presencia del metabolito secundario es poco o escaso
(-): Cuando la reaccion es negativa, lo que indica la ausencia del metabolito.

En el analisis del tamizaje fitoquimico del Boldo (Peumus boldus) realizado en el
extracto etéreo, alcohdlico y acuoso se puede apreciar mediante el CUADRO No. 3 la
existencia de alcaloides, flavonoides, triterpenos y/o esteroides, quinonas, compuestos
lactonicos, y compuestos fenolicos y/o taninos en una proporcion representativa vista en
el vegetal.

Ademas también se encontro la presencia de saponinas y azlcares reductores. El analisis
fitoquimico comprueba la presencia de compuestos lactdnicos y principios amargos que
le otorgan la cualidad de hepatoprotector al Boldo.

Estos datos coinciden con el estudio de compuestos fitoquimicos del Boldo realizado por
Pamplona 2006. Los metabolitos encontrados en esta investigacion fueron: compuestos
lacténicos, flavonoides, taninos, triterpenos, quinonas, compuestos amargos. Ademas que
contiene 20 alcaloides derivados de la aporfina el mas importante de los cuales es la
boldina que representa el 25-30% del total. (18)

Desde el punto de vista farmacoldgico los compuestos fenolicos han mostrado diferentes
actividades, entre las cuales tenemos: colerética (estimulante de la secrecion biliar), tal
es el caso especifico de la boldina que ayuda a estimular la secrecion biliar en ratas e In
vitro funciona como protector de hepatocitos de rata, ademéas reduce los niveles de
colesterol en ratas, presenta una accion antioxidante (cultivos de hepatocitos) y reduce

los niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos en humanos. (21)




64

3.2.2 DETERMINACION DEL pH.

CUADRO N° 4. pH DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus
boldus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH OCTUBRE 2012.

Parametro Resultado

pH 6.5

El pH expresa la concentracion de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas
sustancias. En el extracto de las hojas de Boldo (Peumus boldus) el pH es de 6,5 lo que
representa un pH ligeramente &cido. En estudios realizados sobre (Peumus boldus) el pH
se ha encontrado entre 4-6 -Neutro alcalino- (39), lo que indica que se encuentra dentro

del rango referencial.

3.2.3 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA.

CUADRO N° 5. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA DEL
EXTRACTO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).LABORATORIO
DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH OCTUBRE
2012.

Parametro Resultado

A 1.282

El resultado expuesto en el CUADRO No 5 indica que el extracto alcohdlico de las hojas
de Boldo (Peumus boldus) es méas denso que el agua por ser su valor mayor a 1.
En estudios realizados sobre el Boldo (Peumus boldus) la densidad se ha encontrado

valores entre 0,85 y 8 lo que indica que se encuentra dentro de los limites de referencia.

3.2.4 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION.

CUADRO N° 6. INDICE DE REFRACCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE BOLDO (Peumus boldus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS OCTUBRE 2012.

Parametro Resultado

Indice de Refraccién 1.389

El indice de refraccion es un valor til que establece la pureza de los aceites esenciales

presente en la planta. El resultado expuesto en el CUADRO No.6 es de 1.389
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3.2.5 DETERMINACION DE ° BRIX

CUADRO N°7. °BRIX DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus
boldus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE 2012.

Parametro Resultado

° Brix 2.1

Indica la cantidad de solidos solubles presentes en el extracto alcoholico del boldo (Peumus
boldus), los cuales se encuentra expresados en porcentaje de sacarosa. El resultado expuesto
en el CUADRO No.7 esde 2.1

3.2.6 DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES.

CUADRO N°8. SOLIDOS TOTALES DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH OCTUBRE 2012.

Parametro Resultado

Solidos totales 3.69 %

Los resultados expuestos en el CUADRO No.8 miden el total de residuos sélidos
filtrables (sales y residuos organicos). Si su valor es alto el extracto por lo general es de
mal agrado al paladar y pueden inducir una reaccion fisiolégica adversa en el
consumidor.

Este parametro sirve para calcular la dosis para la administracién a los grupos
experimentales.

El valor encontrado se aproxima al obtenido por Bozzo 2006, que fue de 3,72%. (4)

3.2.6 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS.

CUADRO N°9. REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS
HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus). LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH OCTUBRE 2012.

Parametros Extracto
Aspecto Liquido
Color Verde oscuro
Olor Aromatico alcanforado y picante
Sabor Amargo
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Los resultados que se observan en el CUADRO No.9 son las caracteristicas
organolépticas del Extracto alcoholico de las hojas de boldo (Peumus boldus), siendo
liquido en su aspecto, de color verde oscuro, sabor amargo y olor caracteristico de la

planta.

3.2.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

CUADRO N° 10. Rf DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).
LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH OCTUBRE 2012.

MANCHAS CALCULOS | COMPUESTOS COLOR PLACA
OBSERVADAS Rf IDENTIFICADOS

1. Rfl=2.2/8,3= Boldina Azul
0.27

2. Rf1=4,2/8,3= Kaempferol- Verde-
0.50 diglycoside amarillo

3 Rf3=5,1/8,3= Isoboldina Azul
0,61

4 Quercetin—3 -0 — Violeta

Rf4=5,5/8,3= | and kaempferol-3-

0,75 orhamnoside.

FUENTE: HILDEBERT WAGNER. SABINE BLADT.Plant Drug Analysis.A Thin Layer Chromatography Atlas.

Absorbente: Silica gel 60 F254

Sistema de solventes: Tolueno; Acetato de etilo; Dietilamina (7:2:1)

Revelador: Dragendorff

En la cromatografia en capa fina los metabolitos encontrados son los que se describen en
el CUADRO No 10, previamente calculados los Rf para identificarlos, estos metabolitos
han sido comparados con una cromatografia en capa fina para alcaloides donde son
citados con sus respectivos Rf. WAGNER.H, BLADT S. (1996). (24)

_ Distancia Recorrida de la Muestra

Rf =

Distancia Recorrida del Solvente
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De acuerdo a los Rf de bibliografia con los encontrados en la investigacion, los
alcaloides presentes en las hojas de Boldo (Peumus boldus) podrian ser:

Rf = 0.27 Boldina,

Rf =0.61 Isoboldina

Y los flavonoides:

Rf = 0.50 Kaempferol- diglycoside

Rf = 0.75 Quercetin — 3 — O — and kaempferol-3-orhamnoside.

Estos alcaloides y flavonoides poseen actividad citoprotectora porque inhiben la
formacion de radicales libres y evitan la pérdida de glutation que es un antioxidante.
Ademas se ha demostrado cientificamente que ejerce una accién beneficiosa sobre la
funcién_hepética: la secrecion de bilis aumenta entre dos y cuatro veces

Observamos que los compuestos dados en la bibliografia y los determinados mediante la
cromatografia en esta investigacion son los mismos, mientras que los valores experimentales

de Rf varian un poco en comparacion con los dados en dicha fuente bibliogréfica.

3.3 ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
DE BOLDO (Peumus boldus) EN RATAS (Rattus norvegicus) CON
HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA CON PARACETAMOL.

3.3.1.1 Evaluacion de peso basal y final de los reactivos bioldgicos en la investigacion

Se realiz6 el extracto acuoso de la planta a diferente concentracién de acuerdo a la
ingesta diaria de una persona, no se utilizé el extracto alcoholico por que se tiene el
riesgo de que el etanol que se encuentra en el extracto pueda causar interferencias en los

resultados.

El extracto acuoso de Boldo (Peumus boldus) fue administrado en dosis de 200mg/Kg, al
100%, 66% y 33%, mientras que para la solucion de SIMARIN 150mg/kg.

El peso de las ratas se evalud al inicio y al final de la investigacion para conocer de qué
manera interactuaron los pesos con respecto al extracto acuoso de Boldo administrado;

viéndose una depreciacion en los pesos adquiridos.



68

3.4 VALORES DESCRIPTIVOS DEL PESO BASAL Y FINAL DE RATAS

CUADRO N°11. VALORES DESCRIPTIVOS DEL PESO BASAL Y FINAL DE RATAS (Rattus

novergicus)

DURANTE LA

INVESTIGACION

DEL

EFECTO

HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH DICIEMBRE 2012.

GRUPOS SEXO PESO PESO
EXPERIMENTALES INICIAL (g) FINAL
(9)
BLANCO HEMBRA 156,3 158,2
BLANCO HEMBRA 158,6 152,3
BLANCO HEMBRA 150,2 145,4
CONTROL POSITIVO HEMBRA 161,8 153,2
CONTROL POSITIVO HEMBRA 155,9 152,6
CONTROL POSITIVO HEMBRA 165,7 162,9
CONTROL MACHO 198 180,2
NEGATIVO
CONTROL MACHO 189,8 183,2
NEGATIVO
CONTROL MACHO 188,1 186,4
NEGATIVO
GRUPO A MACHO 164,1 160,8
GRUPO A MACHO 168,3 167,2
GRUPO A MACHO 166,2 164,9
GRUPO B MACHO 227,3 207,7
GRUPO B MACHO 222.9 214,3
GRUPO B MACHO 225,8 206,9
GRUPO C MACHO 194,9 190,4
GRUPO C MACHO 201,6 198,9
GRUPO C MACHO 198,7 188,3
TOTAL 183,01 176,32
P <0,01

Como lo muestra el CUADRO No. 11 con el valor de la significancia inferior a 0,01

confirmamos que no existe una diferencia altamente significativa en los pesos basal y

final. Por lo tanto la administracion del paracetamol y del extracto acuoso de boldo al

33% influyo en los pesos de las ratas, produciendo un descenso con relacion al peso basal

principalmente de las ratas del control negativo.
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MEDICION DE PESOS BASALY FINAL DE RATAS

240
- 290 WISTAR
> 180
2 160
- 140
120
BL |BL |BL
AN AN [ANC+ C+ C+ C- C- C GA GA GA GB GB GB GC GC GC
CO |cO [cOo
Peso inicial (g) |156/159/150 162|156/ 166|198 190|188 164|168|166|227|223|226/195(202 199
Peso final (g) |158|152145/153/153|163|180/183/186|161|167|165|208(214/207/190/199|188

B: BLANCO (ALIMENTACION Y AGUA AD LIBITUM)

C+: CONTROL POSITIVO (SIMARIN)

C-: CONTROL NEGATIVO (PARACETAMOL)

GA: DOSIS AL 100% DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).
GB: DOSIS AL 66% DEL EXTRACTO ACUOSO HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).

GC: DOSIS AL 33% DEL EXTRACTO ACUOSO HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus).

GRAFICO N° 1 MEDICION DE PESO BASAL Y FINAL DE RATAS WISTAR (Rattus
novergicus) DURANTE LA INVESTIGACION DEL EFECTO
HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH DICIEMBRE 2012.

En el GRAFICO N° 1 se observé una clara disminucion de los pesos de las ratas
correspondientes al control negativo y al grupo C (extracto acuoso de las hojas de boldo
al 33%), por lo que se aprecia un bajo efecto hepatoprotector afectando asi en su apetito
lo que conllevo a la disminucion del peso.

Mientras que el Blanco, control positivo, el grupo A (extracto acuoso de las hojas de
Boldo al 100%) y el grupo B (extracto acuoso de las hojas de Boldo al 66%) no existid

una diferencia significativa entre los pesos pre-experimentales y post- experimentales.
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3.4.1. ANALISIS ESTADISTICO DEL PESO BASAL Y FINAL DE RATAS
WISTAR (Rattus novergicus) CON RESPECTO A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS APLICADOS CON EL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus) EN LOS REACTIVOS BIOLOGICOS EN LA
INVESTIGACION.

CUADRO N° 12 PRUEBA DE TUKEY PARA DETERMINAR LOS PESOS PROMEDIO EN
RATAS WISTAR DEL BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS -
ESPOCH. DICIEMBRE 2012

PESO INICIAL
HSD de Tukey?
TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4

BLANCO 3 155,033
CONTROL POSITIVO 3 161,133 161,133
GRUPO A 3 166,200
CONTROL NEGATIVO 3 191,967
GRUPO C 3 198,400
GRUPO B 3 225,333
Sig. 442 ,622 ,389 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

PESO FINAL
HSD de Tukey?
TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3
BLANCO 3 151,967
CONTROL POSITIVO 3 156,233
GRUPO A 3 164,300
CONTROL NEGATIVO 3 183,267
GRUPO C 3 192,533
GRUPO B 3 209,633
Sig. ,077 ,255 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3,000.
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Al observar el CUADRO No.12 notamos que mediante la Prueba de Tukey los valores de
los pesos promedios se agrupan en tres grupos diferentes: el primer grupo se encuentra
formado por el Blanco, control positivo y el Grupo A; el segundo grupo esta formado por

el Control negativo, y el Grupo C; el tercer grupo se encuentra formado por el Grupo B.

35. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA COMPROBAR LA ACTIVIDAD
HEPATOPROTECTORA DEL BOLDO ( Peumus boldus).

CUADRO N°.13 VALORES DESCRIPTIVOS DE ASAT EN RATAS (Rattus novergicus) CON
INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDAS POR PARACETAMOL EN LA
INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

GRUPOS SEXO N MEDIA DE ASAT
EXPERIMENTALES 32-92 (U/L)
BLANCO HEMBRA 3 58,66 (£ 6,21)
CONTROL HEMBRA 3 86,93 (£ 12,71)
POSITIVO
CONTROL HEMBRA 3 124,26 (£ 4,91)
NEGATIVO
GRUPO A MACHO 3 92,36 (£ 3,26)
(EXTRACTO 100%b)
GRUPO B MACHO 3 115,60(x 7,30)
(EXTRACTO 66%)
GRUPO C MACHO 3 138,86 (+ 5,05)
(EXTRACTO 33%)
TOTAL 18 | 102,78 (+ 28,00)
() Desviacion Tipica
P<0,01

En el CUADRO No. 13 se observo que la media de ASAT tienen bastante significancia
entre los grupos: C (extracto acuoso del boldo al 33%) con un valor de 138,86, el control
negativo con un valor de 124,26, y B (extracto acuoso de boldo al 66%) con un valor de
115,60lo que nos indica que se debe tomar muy en cuenta la dosis de administracion
porgue depende de esto su efecto, en este cuadro se pudo apreciar que el grupo C, al igual
que el B se elevan las medias lo que quiere decir que a estas concentraciones no cumple
con la funcion de hepatoprotector e inclusive el grupo C que es un tratamiento se eleva

mas que el control negativo al que se le indujo las lesiones hepaticas, esto se debe a que
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el extracto acuoso de boldo al 33% no protege al higado por lo que se produce un
sinergismo con el paracetamol y el dafio hepatico es mucho mas elevado.

Presentaron medias de ASAT bajos tanto el control positivo y el grupo A (extracto
acuoso de las hojas al 100%) con un valor de 92,36 U/I, con lo que se determina que a
esta concentracion el extracto acuoso de las hojas de Boldo tienen actividad
hepatoprotectora y el control positivo SIMARIN lo que indica que es un buen

hepatoprotector.

35.1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS DE ASAT CON
RESPECTO A LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS APLICADOS CON EL
EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus) EN LOS
REACTIVOS BIOLOGICOS EN LA INVESTIGACION.

CUADRO No 14. PRUEBA DE TUKEY PARA LA MEDICION DE ASAT EN RATAS WISTAR
DEL BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS —-ESPOCH. DICIEMBRE
2012

MEDICION ASAT

TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4

HSD de Tukey?  BLANCO 58,667

CONTROL POSITIVO 86,933
GRUPO A 92,367
GRUPO B 115,600

CONTROL NEGATIVO 124,267 124,267

W oW W W w w

GRUPO C 138,867

Sig. 1,000 ,934 ,689 ,207

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media arménica = 3,000.

Al observar el CUADRO No. 14 notamos que mediante la Prueba de Tukey los valores
de las mediciones de ASAT se agrupan en cuatro grupos diferentes: el primer grupo se
encuentra formando el Blanco y el Control positivo, el segundo grupo esta formado por
el Control positivo y el grupo; el tercero el grupo B y el Control Negativo y finalmente

en el cuarto grupo se encuentra el Control Negativo y el Grupo C.
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CUADRO No. 15. VALORES DESCRIPTIVOS DE ALAT EN RATAS (Rattus novergicus)
CON INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDAS POR PARACETAMOL
EN LA INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LAS
HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus ). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

GRUPOS SEXO N MEDIA DE
EXPERIMENTALES ALAT
(17-50 U/L)
BLANCO HEMBRA 3 42,46 (+6,30)
CONTROL POSITIVO | HEMBRA 3 66,56 (+8,58)
CONTROL NEGATIVO | HEMBRA 3 86,30 (+5,91)
GRUPO A (EXTRACTO | MACHO 3 50,40 (+2,20)
100%)
GRUPO B (EXTRACTO | MACHO 3 72.46 (x10,3)
669%6)
GRUPO C (EXTRACTO | MACHO 3 88.83 (+6,60)
33%)
TOTAL 18 67,50 (+18,49)
(+) DESVIACION ESTANDAR

P <0,01

Mediante el CUADRO No. 15 podemos corroborar que depende de la dosis de
administracion para que cumpla con la actividad hepatoprotectora lo que es el caso del
extracto acuoso de boldo al 100% la media de ALAT fue el mas bajo con un valor de
50,4 UII.

Se observd que el extracto acuoso de boldo al 33% la media de ALAT fue el més alto
con un valor de 88.83 U/I, siendo superior en cuanto al control negativo que su media es
de 86,30 U/l por lo que es muy importante conocer la dosis a la cual se va administrar;
con lo que podemos decir que a las dosis bajas y medias no cumple con la actividad

deseada.
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3.5.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS DE ASAT CON
RESPECTO A LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS APLICADOS CON EL
EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus) EN LOS
REACTIVOS BIOLOGICOS EN LA INVESTIGACION.

CUADRO No. 16 PRUEBA DE TUKEY PARA LA MEDICION DE ALAT DE RATAS WISTAR
DEL BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS — ESPOCH. DICIEMBRE
2012.

MEDICION ALAT

TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4

HSD de Tukey? = BLANCO 42,467

GRUPO A
CONTROL POSITIVO
GRUPO B

50,400

50,400
66,567

66,567
70,467

70,467

CONTROL NEGATIVO 86,300
GRUPO C

Sig. , 744 ,128 ,982 ,069

88,833

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media arménica = 3,000.

Al observar el CUADRO No. 16 notamos que mediante la Prueba de Tukey los valores
de las mediciones de ALAT se agrupan en cuatro grupos diferentes: el primer grupo se
encuentra formado por el grupo Blanco y el Grupo A, entre los cuales no existe una
diferencia estadistica significativa, el segundo grupo estd formado por el Grupo Ay el
Control positivo, el tercer grupo por el Control positivo, Grupo B y en el Gltimo grupo
esta formado por el Grupo B, Control negativo y el grupo C, es decir no hay diferencia
significativa en aplicar el extracto al 33%, 66% o Unicamente hacerle el dafio hepatico
debido que a estas dosis los niveles de ALAT se elevan, por lo que es muy importante
tomar en cuenta a la dosis a la que se debe administrar siendo fundamental, caso
contrario puede causar serias complicaciones o lo que seria peor podria agudizar las

afecciones hepaticas.
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CUADRO 17. PORCENTAJES DE ELEVACION DE TRANSAMINASAS (ASAT) EN RATAS
(Rattus novergicus) CON INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR
PARACETAMOL EN LA INVESTIGACION DEL BOLDO (Peumus boldus).
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2012

ASAT |PIFERENCIA | 540 cENTAJE
RESPECTO
GRUPOS MEDIA | RESPEETE DE
EXPERIMENTALES | 32-92 ELEVACION
i) |NORMALDE | “peasaT
ASAT
BLANCO 85 5,0 5,25
CONTROL
POSITIVO 86,9 >1 >4
CONTROL
Nl 124.2 322 35
GRUPO A
i 92,3 0,36 0,72
GRUPO B
v 115,6 23,6 25,65
GRUPO C
o 1388 46,9 50,97

PORCENTAJE DE ELEVACION DE ASAT
90

776
80 72,6 ’

70

BLANCO
60

™ CONTROL POSITIVO

50 —
B CONTROL NEGATIVO

40

W GRUPO EXTRACTO 100%

30 ~ m GRUPO EXTRACTO 66%

20 1 GRUPO EXTRACTO 33%

10

GRUPOS EXPERIMENTALES

GRAFICO No. 2 PORCENTAJE DE ELEVACION DE ASAT EN RATAS (Rattus novergicus)
CON INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR PARACETAMOL EN LA
INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumua boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.
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En el CUADRO No 17 y en el GRAFICO No.2 se observo que el porcentaje de
elevacion de ASAT del grupo C es el mas alto pues asciende al 50,97%, seguido por el
control negativo cuyo porcentaje de elevacion es de 35%. El grupo B presentd una
elevacion del 25,65 % de ASAT. Con el control positivo su porcentaje de elevacion es
de 5,54%.

Con el extracto acuoso de las hojas de boldo al 100% el nivel de elevacion de ASAT fue
el mas bajo con un valor de 0,72%, con lo que se determina que a esta concentracion

tiene actividad hepatoprotectora.

CUADRO N° 18. PORCENTAJES DE ELEVACION DE TRANSAMINASAS (ALAT) EN RATAS
(Rattus novergicus) CON INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR
PARACETAMOL EN LA INVESTIGACION DEL BOLDO (Peumus boldus).
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2012

GRUPOS ALAT DIFERENCIA | PORCENTAJE
EXPERIMENTALES MEDIA RESPECTO DE
17-50 (U/L) | AL VALOR ELEVACION
NORMAL DE DE ALAT
ASAT
BLANCO 60,0 15,2 30,1
CONTROL 66,6 16.6 33,2
POSITIVO
CONTROL 86.3 36.3 72,6
NEGATIVO
GRUPO 50.4 0.4 0,8
EXTRACTO 100%
GRUPO 72.4 22.46 44,9
EXTRACTO 66%
GRUPO 88.8 38.83 77,6
EXTRACTO 33%
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PORCENTAIJE DE ELEVACION DE ALAT
90
77,6
80 72,6
70
BLANCO
60
CONTROL POSITIVO

50 dd’q

B CONTROL NEGATIVO
40 33

30,1 22~ GRUPO EXTRACTO 100%

30

B GRUPO EXTRACTO 66%
20— —

B GRUPO EXTRACTO 33%
0 - —

0,8
0
GRUPOS EXPERIMENTALES

GRAFICO No. 3 PORCENTAJE DE ELEVACION DE ALAT EN RATAS (Rattus novergicus)
CON INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR PARACETAMOL EN LA
INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

En el CUADRO No 18 y en el GRAFICO No 3 se observd que el porcentaje de
elevacion de ALAT del grupo C fue el mas alto pues ascendié al 77,6%, seguido por el
control negativo cuyo porcentaje de elevacion fue de 72,6%. EI grupo B present6 una
elevacion del 44,9% de ALAT. Con el control positivo su porcentaje de elevacion fue de
33,2%.

Con el extracto acuoso de las hojas de boldo al 100% el nivel de elevaciéon de ALAT fue
el mas bajo con un valor de 0,8%, con lo que se determina que a esta concentracion tiene
actividad hepatoprotectora.

Estas enzimas ASAT y ALAT que se localiza principalmente en el higado, cumplen con
una funcion metabdlica lo que permite transformar las sustancias; es decir que cuando se
encuentran en cantidades adecuadas favorecen la produccion de los aminoacidos,
necesarios para la sintesis de proteinas en el higado, por lo que se puede apreciar los
valores de ASAT y ALAT en el CUADRO N° 13y 14 que son valores bajos por lo que

se determina que el extracto acuoso de Boldo a 100% tiene actividad hepatoprotectora
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CUADRO N°.19 EXAMEN HISTOPATOLOGICO A RATAS (Rattus novergicus) CON
INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR PARACETAMOL PARA LA
INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

MUESTRA EXAMEN EXAMEN
MACROSCOPICO MICROSCOPICO
RBB-12-BLANCO Se recibe higado Lobulillos  hepaticos ;
Color: rojo vino arquitectura normal;
Peso: 9.9¢ hepatocitos normales,
Largo: 6.4cm sinosoides  de  calibre
Ancho: 4.2cm normal, no se observan

RCS-12-(CONTROL
POSITIVO SIMARIN)

RCP-12-(CONTROL
NEGATIVO
PARACETAMOL)

RA1-12-(EXTRACTO
ACUOSO DE BOLDO
AL 100%)

RA2-12-(EXTRACTO
ACUOSO DE BOLDO
AL 66%)

RA3-12-(EXTRACTO
ACUOSO AL 33%)

Profundidad: 2cm

Se recibe higado
Color: rojo vino
Peso: 4.9¢
Largo: 5.8 cm
Ancho: 4.9 cm
Profundidad: 1.8 cm

Se recibe higado.

Color: rosa intenso
Peso: 2.9¢

Largo: 4.7cm
Ancho: 5.2cm
Profundidad: 2,5cm

Se recibe higado.

Color: rojo vino
Peso: 5.69

Largo: 5.4cm
Ancho: 4.2cm
Profundidad: 2.1cm

Se recibe higado.

Color: rojo palido
Peso: 5.9¢

Largo: 4.9cm
Ancho: 3.2cm
Profundidad: 1.8cm

Se recibe higado.

Color: rojo péalido
Peso: 5.7¢

Largo: 5.3cm
Ancho: 2.9 cm
Profundidad: 1.6cm

depositos; espacios porta
con vasos de calibre
normal.

Un dafio de hepatocitos del
10%

Destruccion de los
hepatocitos en 80%; areas
necroticas y hemorragicas

Presenta un dafio del 10%
de los hepatocitos, areas
hemorragicas.

Presenta un daflo de un
35% de los hepatocitos

Presenta un dafio de un
50% de los hepatocitos

En el CUADRO No. 19 se muestra los resultados del examen histopatoldgico.
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CUADRO N° 20. PORCENTAJE DE DESTRUCCION HEPATICA EN RATAS (Rattus
novergicus) ADMINISTRADAS PARACETAMOL PARA LA
INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DEL
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

GRUPQOS PORCENTAJE DE
EXPERIMENTALES DESTRUCCION
HEPATICA
Control positivo 10%
(SIMARIN)
Control negativo 80%
(PARACETAMOL)
Extracto acuoso de Boldo 10%

(Peumus boldus) al 100%

Extracto acuoso de Boldo 50%
(Peumus boldus) al 66%

Extracto acuoso de Boldo 85%
(Peumus boldus) al 33%

PORCENTAJE DE DESTRUCCION HEPATICA
90% 85%
30% 80% |
70% —
H Control positivo (SIMARIN)
60% —
50% >0% — mControl negativo
o (PARACETAMOL)
40% ~ HExtracto acuoso de Boldo
30% — (Peumus boldus) al 100%
o B Extracto acuoso de Boldo
20% —
10% 10% (Peumus boldus) al 66%
10% - — Extracto acuoso de Boldo
0% _:. . (Peumus boldus) al 33%
GRUPOS EXPERIMENTALES

GRAFICO No 4. PORCENTAJE DE DESTRUCCION HEPATICA EN RATAS WISTAR (Rattus
novergicus) CON UNA INTOXICACION HEPATICA PRODUCIDA POR
PARACETAMOL EN LA INVESTIGACION DEL EFECTO
HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. DICIEMBRE 2012.
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CUADRO N° 21. DATOS DESCRIPTIVOS DE TRANSAMINASAS Descriptivos

Intervalo de confianza para la

Desviacién media al 95%
N Media tipica Error tipico Limite inferior | Limite superior Minimo Maximo
MEDICION ASAT BLANCO 3 58,667 6,2132 3,5872 43,232 74,101 52,7 65,1
CONTROL POSITIVO 3 86,933 12,7115 7,3390 55,356 118,511 73,1 98,1
CONTROL NEGATIVO 3 124,267 49116 2,8357 112,066 136,468 118,6 127,3
GRUPO A 3 92,367 3,2624 1,8836 84,262 100,471 88,8 95,2
GRUPO B 3 115,600 7,3000 4,2147 97,466 133,734 108,3 122,9
GRUPO C 3 138,867 5,0540 2,9180 126,312 151,422 133,7 143,8
Total 18 102,783 28,0011 6,5999 88,859 116,708 52,7 143,8
MEDICION ALAT BLANCO 3 42,467 6,3042 3,6397 26,806 58,127 36,3 48,9
CONTROL POSITIVO 3 66,567 8,5845 4,9563 45,242 87,892 56,9 73,3
CONTROL NEGATIVO 3 86,300 5,9152 3,4152 71,606 100,994 79,6 90,8
GRUPO A 3 50,400 2,2000 1,2702 44,935 55,865 48,2 52,6
GRUPO B 3 70,467 10,3026 5,9482 44,874 96,060 60,3 80,9
GRUPO C 3 88,833 6,6010 3,8111 72,436 105,231 82,3 95,5
Total 18 67,506 18,4994 4,3603 58,306 76,705 36,3 95,5
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En el CUADRO No 19, No 20 y en el GRAFICO No.4 se evidencia que el control
negativo presentd un 80% de destruccion hepatica, el extracto acuoso de Boldo al 33%
presentd un 85% de destruccion, el extracto al 66% tuvo una destruccion hepatica del
50%, el control positivo presentd una destruccion del 10% y con el extracto al 100%
hubo una destruccion del 10%.

En el CUADRO No. 18 se evidencia que en las pruebas de ASAT y ALAT en el grupo C
(extracto acuoso de boldo al 33%) al igual que el grupo B (extracto acuoso de boldo al
66%) presentan los valores elevados lo que nos indica que a estas concentraciones se
incrementa la hepatotoxicidad; en cambio en el grupo A (extracto acuoso al 100%) nos
indica que es la dosis mas efectiva de administracion.

La hepatoproteccion del extracto acuoso de Boldo tuvo efecto en dosis del 100% motivo
por el cual el higado presentd menor destruccion de los hepatocitos, asi como también
menor destruccion de los lobulillos, de los sinusoides y de los vasos congestivos.

El extracto acuoso de Boldo basa su potencia antioxidante en compuestos importantes
como los flavonoides y las catequinas que se conservan ambos solubles en agua; diversos
estudios demuestran los efectos colagogos y coleréticos ademas de ser considerado como
estimulante y protector hepatico frente a diversos agentes potencialmente nocivos citada
por la Comision Alemana E. (35)

Algo qué es muy importante sefialar es que estos resultados estan relacionados con la
muerte de los animales durante la experimentacién. Ya que las ratas del control negativo
y del extracto acuoso de Boldo al 33% murieron después de la segunda administracion
del paracetamol debido a un mayor dafio hepatico.

Algunas ratas a pesar de poseer un higado destruido evidenciado en el analisis
histopatolégico, sobrevivieron esto se explica a qué el higado de las ratas posee una gran
"reserva funcional”, se puede perder hasta el 67% o mas de las células hepaticas, antes
que se hagan evidentes problemas serios.

Las enfermedades hepaticas suelen presentarse en dos diferentes formas: agudas y
cronicas. En las enfermedades agudas hay un repentino dafio que afecta al higado entero.
A corto plazo, la falla hepatica amenaza la vida, pero si el paciente sobrevive, el poder de
regeneracion del higado le da una buena oportunidad de que se restablezcan las funciones
normales. En cambio en las enfermedades cronicas, el dafio se va produciendo

gradualmente, durante un largo periodo de tiempo. (36)
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES.

1.

El tamizaje fitoquimico del extracto de las hojas de Boldo (Peumus boldus )
demuestra baja evidencia de compuestos lactdnicos, azucares , quinonas y
saponinas. La presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
compuestos fendlicos y triterpenos se destaca en cantidades apreciables en dicha
planta, siendo estos compuestos los que le confieren el efecto hepatoprotector al
Boldo. (Cuadro N° 3)

El control de calidad de la droga seca de Boldo (Peumus boldus) demuestran que
estdn dentro de los rangos establecidos respecto a la USP. (Cuadro N° 1 ,2
4,5,6,7,8).

El Boldo (Peumus boldus) tiene actividad hepatoprotectora porque segun las
pruebas bioquimicas de transaminasas hepaticas realizadas a ratas administradas
el extracto acuso de boldo (Peumus boldus) al 100% la
Aspartatoaminotransaminasa (ASAT) y la Alaninaaminotransaminasa (ALAT) se
elevaron en un promedio de 0,7% del valor normal; con la dosis al 66% aumento
en 46%, con la dosis 33% las transaminasas hepaticas se elevaron un 85,7% por

encima del valor normal. (Cuadro N° 17 y 18)

El Boldo (Peumus boldus) tiene actividad hepatoprotectora en dosis altas. Segun
el estudio histopatologico en las ratas que se les administré el extracto acuoso al
100%, el paracetamol provoco un dafio del 10% de destruccion hepatica, en el
extracto acuoso al 66%, tuvo un 50% de dafio; mientras que en el extracto acuoso
al 33%, el paracetamol provoco el 85% de destruccion hepatica. (Cuadro N°19 y
20)
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CAPITULO V

RECOMENDACIONES

. Elaborar una forma farmacéutica a base del extracto de las hojas de Boldo
(Peumus boldus) en dosis efectiva, ya que gracias a su excelente propiedad
hepatoprotectora ayudard en el tratamiento coadyuvante a las personas que

padecen de alguna enfermedad hepatica.

Difundir los datos obtenidos en la investigacion a la poblacion ya que es un aporte
importante, conocer las dosis de administracion del Boldo utilizado como
hepatoprotector debido a que si se utiliza en dosis inadecuadas podria causar

dificultades en la salud de los seres humanos.

Realizar nuevos estudios fitoquimicos para cuantificar los componentes presentes

en las hojas de Boldo (Peumus boldus) e investigar nuevas propiedades.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

En el laboratorio de Productos Naturales y el Bioterio de la Escuela de Bioguimica y
Farmacia - ESPOCH. Se realiz6 una investigacion con el objetivo de determinar la
actividad hepatoprotector de las hojas de Boldo en ratas, con hepatotoxicidad inducida
por paracetamol.

Se utilizd el extracto de boldo al mismo que se realizé el control de calidad y el tamizaje
fitogquimico. Se utilizaron ratas divididas en 3 grupos denominados: GA, GB, GC quiénes
recibieron el extracto, a una concentracion de 100%, 66% y 33% respectivamente por 9
dias, al séptimo dia se administré paracetamol. Se realizé pruebas de (ASAT) y (ALAT)
y se extrajo los higados para el analisis histopatoldgico. Para el analisis de datos se
utilizo el test ANOVA.

En el tamizaje fitoquimico se encontrd alcaloides, flavonoides, compuestos fenolicos, y
triterpenos. En la prueba de ASAT y ALAT en el grupo GA se elevaron en un promedio
de 0,7% del valor normal; GB aumentdé un 46% y GC un 85,7%. En el examen
histopatolégico el GA tuvo 10% de destruccién hepatica, GB 50% y GC 85%. En el
analisis estadistico se comprobd que las transaminasas estan en proporcion directa con la
destruccion hepatica.

El Boldo es hepatoprotector ya que en las pruebas de transaminasas y en el examen

histopatolégico se evidencio un leve dafio hepatico con dosis altas del extracto.

Se recomienda elaborar una forma farmacéutica a base del boldo que debe ser usado

como tratamiento coadyuvante, en personas con enfermedades hepaticas.
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SUMARY

A research in order to determine the hepatoprotective activity of Boldo has been
conducted at the Natural Products Laboratory and the Vivarium of the Biochemistry and
Pharmacy School at ESPOCH. This research was carried out in rats wich had been
induced hepatotoxicity with paracetamol, a common analgesic.

Boldo extract was used after a careful quality control and phytochemical screening. Rats
were divided in three different group named as follows: GA, GB, GC. These group
received the extract with a concentration of 100%, 66%, 33% respectively for nine (9)
days. On the seventh day paracetamol was administered. AST and ALT tests were done
and the animal livers were extracted for histopathological analysis. Test ANOVA was
used for this data analysis.

The phytochemical screening showed alkaloids, flavonoids, phenolic compounds, and
triterpenes. AST and ALT tests showed that the group GA raised an average of 0.7 %
from the normal value; GB increased 46% and GC 85.7%. The histopathological analysis
showed that GA 10% of liver destruction, GB 50% and GC 85%. The statistical analysis
proved that transaminases are in direct proportion with liver destruction.

The results affirmed that Boldo is a hepatoprotective herb since the transaminase tests

and the histopathological analysis evidenced little liver damage with high extract doses

It is recommended to produced a phytomedicine based on Boldo wich should be used as
an aid treatment in people with liver diseases.
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ANEXO No 11 HIGADOS DE LAS RATAS (Rattus novergicus) A TRATAMIENTOS DEL
100%, 66% Y 33%, BLANCO, CONTROL POSITIVO, CONTROL NEGATIVO.
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

FOTOGRAFIA No. 15 HIGADOS DE LAS RATAS (Rattus novergicus) A TRATAMIENTOS
DEL 100%, 66% Y 33%, BLANCO, CONTROL POSITIVO, CONTROL
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ANEXO No 13. EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LOS HI'GADOS DE LAS RATAS (Rattus
novergicus). LABORATORIO HISTOPATOLOGICO Dr OSWALDO DUQUE
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ANEXO No 14. TRATAMIENTO ESTADISTICO DEL PESO BASAL Y FINAL DE RATAS
WISTAR (Rattus novergicus) CON RESPECTO A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS APLICADOS CON EL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus) EN LOS REACTIVOS BIOLOGICOS EN LA
INVESTIGACION.

CUADRO No. 22 MEDICION DEL PESO BASAL Y FINAL DE RATAS WISTAR (Rattus
novergicus) DURANTE LA  INVESTIGACION DEL EFECTO
HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE BOLDO
(Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
DICIEMBRE 2012.

GRUPOS SEXO PESO PESO
EXPERIMENTALES INICIAL (g) FINAL
(9)
BLANCO HEMBRA 156,3 158,2
BLANCO HEMBRA 158,6 152,3
BLANCO HEMBRA 150,2 1454
CONTROL POSITIVO HEMBRA 161,8 153,2
CONTROL POSITIVO HEMBRA 155,9 152,6
CONTROL POSITIVO HEMBRA 165,7 162,9
CONTROL MACHO 198 180,2
NEGATIVO
CONTROL MACHO 189,8 183,2
NEGATIVO
CONTROL MACHO 188,1 186,4
NEGATIVO
GRUPO A MACHO 164,1 160,8
GRUPO A MACHO 168,3 167,2
GRUPO A MACHO 166,2 164,9
GRUPO B MACHO 227,3 207,7
GRUPO B MACHO 222,9 214,3
GRUPO B MACHO 225,8 206,9
GRUPO C MACHO 194,9 190,4
GRUPO C MACHO 201,6 198,9
GRUPO C MACHO 198,7 188,3

TOTAL 183,01 176,32
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CUADRO No. 23 PESO EN GRAMOS DE LAS RATAS WISTAR. BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ENERO 2013

Descriptivos

Intervalo de confianza para la
Desviacion media al 95%
N Media tipica Error tipico Limite inferior | Limite superior Minimo Maximo
PESO INICIAL BLANCO 3 155,033 4,3409 2,5062 144,250 165,817 150,2 158,6
CONTROL POSITIVO 3 161,133 4,9339 2,8486 148,877 173,390 155,9 165,7
CONTROL NEGATIVO 3 191,967 5,2937 3,0563 178,816 205,117 188,1 198,0
GRUPO A 3 166,200 2,1000 1,2124 160,983 171,417 164,1 168,3
GRUPO B 3 225,333 2,2368 1,2914 219,777 230,890 2229 227,3
GRUPO C 3 198,400 3,3601 1,9399 190,053 206,747 194,9 201,6
Total 18 183,011 25,5992 6,0338 170,281 195,741 150,2 227,3
PESO FINAL BLANCO 3 151,967 6,4065 3,6988 136,052 167,881 145,4 158,2
CONTROL POSITIVO 3 156,233 5,7813 3,3378 141,872 170,595 152,6 162,9
CONTROL NEGATIVO 3 183,267 3,1005 1,7901 175,565 190,969 180,2 186,4
GRUPO A 3 164,300 3,2419 1,8717 156,247 172,353 160,8 167,2
GRUPO B 3 209,633 4,0612 2,3447 199,545 219,722 206,9 214,3
GRUPO C 3 192,533 5,6128 3,2405 178,590 206,476 188,3 198,9
Total 18 176,322 21,6537 5,1038 165,554 187,090 145,4 214,3

En el CUADRO No 22 se observo que en promedio las ratas del control negativo y el grupo B son aquellas que poseen mayor peso,
seguidas por aquellas que estan en el grupoA. Las ratas que presentan menor peso promedio son las que pertenecen al grupo C (extracto al
66%).
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Para identificar si existe diferencia estadistica en el peso promedio de las ratas, se realiza

un analisis de varianza (ANOVA), si existiera diferencia se aplica una prueba de Tukey

para conocer cOmo se agrupan los valores, asi tenemos las hipotesis:

HO: Los pesos promedios de las ratas en los diferentes grupos son iguales.

H1: Los pesos promedios de las ratas en los diferentes grupos no son iguales.

Por lo cual tenemos los siguientes resultados.

CUADRO No. 23 ANOVA DEL PESO DE RATAS WISTAR. BIOTERIO DE LA FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH ENERO 2013

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
PESO INICIAL Inter-grupos 10956,591 5 2191,318 143,047 ,000
Intra-grupos 183,827 12 15,319
Total 11140,418 17
PESO FINAL Inter-grupos 7685,838 5 1537,168 64,684 ,000
Intra-grupos 285,173 12 23,764
Total 7971,011 17

En el CUADRO No 23 se observo que con el valor de significancia inferior a 0,01, se

confirma que no existen diferencias altamente significativas en los pesos promedio. Para

identificar los grupos se realiza una prueba de Tukey, asi:




106

CUADRO No. 24 PRUEBA DE TUKEY PARA DETERMINAR LOS PESOS EN RATAS
WISTAR. BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ENERO
2013

PESO INICIAL
HSD de Tukey?
TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
BLANCO 3 151,967
CONTROL POSITIVO 3 156,233
GRUPO A 3 164,300
CONTROL NEGATIVO 3 183,267
GRUPO C 3 192,533
GRUPO B 3 209,633
Sig. ,077 ,255 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

PESO FINAL

HSD de Tukey?
TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4
BLANCO 3 155,033
CONTROL POSITIVO 3 161,133 | 161,133
GRUPO A 3 166,200
CONTROL NEGATIVO 3 191,967
GRUPO C 3 198,400
GRUPO B 3 225,333
Sig. 442 ,622 ,389 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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ANEXO No 15. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS
TRANSAMINASAS (ASAT, ALAT) CON RESPECTO A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS APLICADOS CON EL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
BOLDO (Peumus boldus) EN LOS REACTIVOS BIOLOGICOS EN LA
INVESTIGACION .

CUADRO N° 25 PRUEBA BIOQUIMICA DE ASAT EN RATAS WISTAR (Rattus novergicus)
CON HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR PARACETAMOL EN LA
INVESTIGACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO DE
LAS HOJAS DE BOLDO (Peumus boldus). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. DICIEMBRE 2012.

GRUPOS DEFINICION | SEXO N ASAT ALAT

EXPERIMENTALES DE LOS (U/L) (U/L)
GRUPOS

BLANCO B1 HEMBRA 3 65.1 42,2
B2 58,7 38,9
B3 69,3 45,8
CONTROL C+1 HEMBRA 3 98,1 56,9
POSITIVO C+2 73,1 69,5
C+3 89,6 73,3
CONTROL C-1 HEMBRA 3 127,3 88,5
NEGATIVO C-1 118,6 79,6
C-1 126,9 90,8
GRUPO A GA+1 MACHO 3 95,2 48,2
(EXTRACTO 100%) GA +2 93,1 52,6
GA+3 88,8 50,4
GRUPO B GB+1 MACHO 3 108,3 80,9
(EXTRACTO 66%) GB+2 122,9 60,3
GB+3 115,6 70,2
GRUPO C GC+1 MACHO 3 133,7 82,3
(EXTRACTO 33%) GC+2 139,1 88,7
GC+3 143,8 95,5




MEDICION ASAT

GRAFICO No. 1 RESULTADOS ESTADISTICOS DE TRANSAMINASAS

Mediante una grafica de dispersién podemos observar la relacion lineal positiva que

tienen las mediciones de ALAT y ASAT, es decir tienen una relacion directamente
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proporcional, si la medicion en ASAT sube ocurrira lo mismo con ALAT.

Através de minimos cuadrados ordinarios se puede determinar que su coeficiente de

correlacion es de 69,23% y el de Determinacion es de 47,92%, por tanto su explicacion

es clara.
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CUADRO N° 26. DATOS DESCRIPTIVOS DE TRANSAMINASAS Descriptivos

Intervalo de confianza para la

Desviacién media al 95%
N Media tipica Error tipico Limite inferior | Limite superior Minimo Maximo
MEDICION ASAT BLANCO 3 58,667 6,2132 3,5872 43,232 74,101 52,7 65,1
CONTROL POSITIVO 3 86,933 12,7115 7,3390 55,356 118,511 73,1 98,1
CONTROL NEGATIVO 3 124,267 49116 2,8357 112,066 136,468 118,6 127,3
GRUPO A 3 92,367 3,2624 1,8836 84,262 100,471 88,8 95,2
GRUPO B 3 115,600 7,3000 4,2147 97,466 133,734 108,3 122,9
GRUPO C 3 138,867 5,0540 2,9180 126,312 151,422 133,7 143,8
Total 18 102,783 28,0011 6,5999 88,859 116,708 52,7 143,8
MEDICION ALAT BLANCO 3 42,467 6,3042 3,6397 26,806 58,127 36,3 48,9
CONTROL POSITIVO 3 66,567 8,5845 4,9563 45,242 87,892 56,9 73,3
CONTROL NEGATIVO 3 86,300 5,9152 3,4152 71,606 100,994 79,6 90,8
GRUPO A 3 50,400 2,2000 1,2702 44,935 55,865 48,2 52,6
GRUPO B 3 70,467 10,3026 5,9482 44,874 96,060 60,3 80,9
GRUPO C 3 88,833 6,6010 3,8111 72,436 105,231 82,3 95,5
Total 18 67,506 18,4994 4,3603 58,306 76,705 36,3 95,5

En el CUADRO N° 26 puede ver los estadisticos descriptivos de cada una de sus mediciones, los intervalos de confianza son al 95%, lo

mas rescatable de aqui son las medias, pues para hacer el siguiente paso se deben ordenar de manera ascendente para poder determinar

mediante una prueba

de

tukey

que

tratamientos

pueden

agrupados.
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Antes de pasar a realizar un ANOVA debemos tener la seguridad que los datos sean

homocedasticos (varianzas iguales), para lo cual utilizamos la prueba de Levene.

CUADRO No. 27 PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene

gll

gl2

Sig.

MEDICION ASAT
MEDICION ALAT

1,359
,874

12
12

,306
,527

Los valores P (Sig.) son mayores al 0,05 que es el valor critico, por tal razon podemos

determinar que existe una homogeneidad de varianzas en las mediciones de ASAT y

ALAT.

Realizamos ANOVA, para las dos mediciones.

CUADRO No. 28 ANOVA DE UN FACTOR DE TRANSAMINASAS

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
MEDICION ASAT  Inter-grupos 12701,452 5 2540,290 48,574 ,000
Intra-grupos 627,573 12 52,298
Total 13329,025 17
MEDICION ALAT  Inter-grupos 5211,903 5 1042,381 20,642 ,000
Intra-grupos 605,967 12 50,497
Total 5817,869 17

Las hipdtesis son:

Ho: Las mediciones promedio de ASAT son iguales.

H1: Al menos una de las mediciones promedio de ASAT no son iguales.

Ho: Las mediciones promedio de ALAT son iguales.

H:: Al menos una de las mediciones promedio de ALAT es diferente.
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Al fijarnos en los valores P (Sig.) son inferiores al 0,05 y por tal razon rechazamos las
hipdtesis nulas y tomamos las alternativas que nos dicen que existe diferencia entre las
medias de las mediciones de ASAT y ALAT.

Ahora queda saber que tratamientos son los diferentes asi que para eso utilizaremos la
prueba de Tukey.

Los resultados son los siguientes:

CUADRO No. 29 PRUEBA DE TUKEY PARA LA MEDICION ASAT DE RATAS WISTAR.
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ENERO 2013

MEDICION ASAT

TRATAMIENTOS Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4

HSD de Tukey?  BLANCO 3 58,667

CONTROL POSITIVO 3 86,933

GRUPO A 3 92,367

GRUPO B 3 115,600

CONTROL NEGATIVO 3 124,267 124,267

GRUPO C 3 138,867

Sig. 1,000 ,934 ,689 ,207

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media arménica = 3,000.

Las conclusiones que podemos obtener de las mediciones de ASAT es:
BlancoC+ GA GB C- GC

Existen cuatro grupos (al 95%), donde en promedio la medicion de ASAT del grupo
blanco tienen el menor valor, le sigue el tratamiento el control positivo, el extracto al
100%, extracto al 25% no presentan una diferencia estadistica y entre el control positivo,
extracto 100% vy el control negativo tampoco difieren estadisticamente.
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Visto de otra manera tenemos:
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En lo que respecta a la medicion de ALAT tenemos los siguientes resultados

CUADRO No. 30 PRUEBA DE TUKEY PARA MEDICION DE ALAT EN RATAS WISTAR.

MEDICION ALAT

TRATAMIENTOS

Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4
HSD de Tukey?  BLANCO 3 42,467

GRUPO A 3 50,400 50,400

CONTROL POSITIVO 3 66,567 66,567

GRUPO B 3 70,467 70,467
CONTROL NEGATIVO 3 86,300
GRUPO C 3 88,833
Sig. , 744 ,128 ,982 ,069

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 3,000.
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BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. ENERO 2013

Blanco GA C+ GB C- GC

Se forman cuatro grupos, entre las mediciones de blanco y el extracto al 100% no existe
una diferencia estadistica significativa y forman el primer grupo, el segundo grupo esta
formado por el extracto al 100% y el control positivo, el control positivo y el extracto al
66% forman el tercer grupo y el dltimo grupo esta formado por el extracto al 66%,
control negativo y el extracto al 33%, es decir no hay diferencia en aplicar el extracto al
33% o unicamente hacerle el dafio hepatico sin dar ninguna dosis.
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