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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto protector de los
flavonoides totales de las hojas de Cordia lutea Lam. sobre hepatoxicidad inducida
por Tetracloruro de carbono en Rattus norvegicus var. albinus. Se utilizaron 32 ratas
albinas, machos adultos, con peso entre 300 g, los cuales fueron distribuidos al azar
en 4 grupos, de 8 animales cada uno: Grupo | (Blanco: NaCl 0.9%), 11 (Control:
CCls), 11 (Problema | :10mg/Kg p.c. flavonoides totales + CCls) y IV (Problema
I1: 20mg/Kg p.c. flavonoides totales + CCly). Cada tratamient@ se-administro en
ayunas, por via oral durante 15 dias mediante sonda nasogéstrica. En los grupos IlI
y IV primero se administré la dosis de flavonoidessyluego de 2h se administro
0.1mL CCls 10% en aceite de oliva. Se determinaren valores sericos basales y post-
estimulo (luego de 15 dias) de ALT,(BJI, BD y BI. Se realiz0 el estudio
histopatoldgico a los higados de todgsifos grupos experimentales, analizandose los
parametros microscopicos. Erél 'grupo 11 (control) se observo toxicidad hepatica
evidente al aumentar sigpificativamente los niveles de ALT y bilirrubinas y
producir mayor alteraeion en la estructura de hepatocitos.

En el grupo M1 con una dosis 10mg/Kg de flavonoides totales de hojas de Cordia
lutea Lam/se muestran niveles séricos de ALT, BT, BD y Bl elevados, con respecto
a sus valores basales respectivos (p<0.05) que se corresponden con la alteracion
histopatolégica. Mientras que el grupo IV con una dosis 20mg/Kg de flavonoides
totales se muestran niveles séricos de ALT, BT, BD y Bl similares a sus valores

basales respectivos (p>0.05).
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Se concluye que los flavonoides totales de hojas de Cordia lutea Lam. tienen efecto
hepatoprotector y previenen la hepatoxicidad inducida por Tetracloruro de carbono
en Rattus norvegicus var. albinus a la dosis de 20mg/Kg p.c.

Palabras clave: Cordia lutea Lam, flavonoides, tetracloruro de carbono,

hepatotoxicidad, higado, Rattus norvegicus var. albinus.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the protective effect of total
flavonoids from the leaves of Cordia lutea Lam. on hepatotoxicity induced by
carbon tetrachloride in Rattus norvegicus var. albinus. Were utilized 32 albino rats,
male adults, weighing between 300 g, which were randomized into 4 groups, of 8
animals each: Group | (Blank: NaCl 0.9%), Il (Control: CCly) 1Y (Problem I:
10mg/kg bw total flavonoids + CCI ,) and IV (Problem H:x20mg/kg bw total
flavonoids + CCl ;). Each treatment was administereelunder fasting conditions,

orally for 15 days by oral gavage. In Groups 1 and4d¥ first was administered dose

flavonoids and after 2h was administered 0,21 CCls 10% in olive oil. Serum basal

and post-stimulus (after 15 days) \were determined of ALT, BT, BD BIl. Was
conducted histopathological stddy of livers all experimental groups, analyzing the
microscopic parameters.4ngroup Il (control) was observed evident liver toxicity to
increase levels significantly of ALT and bilirubin and produce more change in the

structure of hépatocytes.

In gteyp Il with dose of 10mg/kg total flavonoids of leaves Cordia
lutea Lam. shown levels serum elevated of ALT, BT, BD and BI, relative to their
respective baseline values (p <0.05) corresponding to histopathological
alterations. While the IV group with dose of 20mg/kg of total flavonoids serum

ALT, BT, BD and BI is similar to their respective baseline values (p> 0.05).

vii
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It is concluded that the total flavonoids of leaves Cordia lutea Lam. have
hepatoprotective effect and prevent the hepatotoxicity induced by carbon
tetrachloride in Rattus norvegicus var. albinus dose of 20mg / kg bw

Keywords: Cordia lutea Lam, flavonoids, carbon tetrachloride, hepatotoxicity,

liver, Rattus norvegicus var. albinus.
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l. INTRODUCCION

Segun el analisis de la situacion de salud del 2013 en nuestro pais, las
enfermedades hepéticas, como la cirrosis y otras enfermedades cronicas del higado,
es la segunda causa de muerte entre las defunciones registradas para el grupo etario
de 20 a 65 afos. En La Libertad fueron la octava causa de muerte en el 2006, con

un 4.2% del total de las causas de mortalidad 2.

Los hepatocitos desempefian numerosas Yy vitales figiones para mantener
la homeostasia y la salud, estas funciones son la sintgsis-de muchas de las proteinas
séricas, la produccion de bilis y sus transportadores, la regulacion de los
nutrimentos y el metabolismo y conjugacion de los compuestos lipofilos
(bilirrubina, cationes, farmacos) pafiasgxcretarlos por la bilis o la orina. Aunque
existen muchas causas de enfefiietad hepatica, se presentan agrupadas sélo en unos
cuantos patrones, que porg’comun se clasifican como hepatocelulares, colestaticos

(obstructivos) o mixtes.)**.

El hepatocito, es la unidad funcional del higado, son células poligonales, de
unos 20 a 30 um de didmetro, que se agrupan entre si para formar placas
anastomosantes de una a dos células de grosor. Estas células muestran variaciones
en sus propiedades estructurales, histoquimicas y bioquimicas, segin su
localizacion dentro de los lobulillos hepaticos, por lo tanto, cualquier sustancia
toxica que afecte al higado estara destruyendo o dafiando hepatocitos, cuyo dafio

estructural o funcional se denomina hepatotoxicidad >4 5 789,
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Son varios los factores que predisponen al higado a sufrir toxicidad, entre
ellos destacamos tres, cuya combinacidn expone al higado a la toxicidad: recibe una
gran cantidad de sangre que puede ser portadora de tdxicos, sobre todo la vena porta
que transporta los xenobidticos absorbidos en el tracto gastrointestinal; la elevada
capacidad de biotransformacion y diversas concentraciones de oxigeno hacen que
tengan lugar tanto reacciones de reduccion como de oxidacion de diversos
xenobidticos que pueden inducir metabolitos activos que ocasionen lesiones en el

higado; y la funcion excretora que hace que se concentren xenohigticos %101,

Las areas del dafio se manifiestan a menudo enMa’region centrolobulillar, y
esta localizacion se ha atribuido, principalmente por la presencia de alta

concentracion del citocromo P450 en esa &rea del higado %11,

La hepatotoxicidad implica dafio funcional o anatémico del higado inducido
por ingestion de compuestos quimicos u organicos que se conocen coOmo
hepatotoxinas. MuchoS elementos quimicos causan dafio subclinico, es decir, que
no se manifiésta con alguna sintomatologia y que se presentan s6lo con resultados

anormales/de las enzimas hepaticas 1%,

Existe una gran variedad de sustancias quimicas que producen dafio celular

hepatico, tales como CCls, furosemida, paracetamol, entre otros 101213,

El tetracloruro de carbono (CCls) es utilizado frecuentemente para realizar

un modelo de hepatoxicidad, ya que, el mecanismo de la necrosis hepatica inducida

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

por tetracloruro de carbono (CCls) ha sido objeto de investigacion extensa y, es
quizés el hepatotdxico mejor estudiado y conocido entre aquellos xenobidticos que
se sabe causan dafio hepatico. EI CCls pertenece al grupo de hidrocarburos
halogenados, es poco soluble en agua y, se usa como disolvente, difunde facilmente
a través de las membranas plasméticas. Su absorcion lenta en el tracto
gastrointestinal se ve favorecida por la presencia de aceites y grasas de origen
animal o vegetal, esto se debe a que las sustancias no polares que se disuelven en
lipidos difunden con mayor rapidez, ya que, la membrana celularue’es permeable,
se encuentra constituida principalmente por fosfolipidos, y.cuya permeabilidad esta

determinada por las caracteristicas fisicoquimicas deYas-sustancias 1012 1415,

El efecto hepatotoxico de tetracloruro de carbono esta mediado por la
formacion de radicales libres. El higado es uno de los 6rganos mas afectados por
reacciones de oxidacion debide a la importancia que tiene el metabolismo en el

origen de estos radicales Yipres 12 1416.17,

El meCanismo de accion del CCls es complejo y para el inicio de su toxicidad
se requiefg’su metabolizacion en el higado y esté relacionada al estrés oxidativo por
la formacion de radicales libres. Ademas, se indica que por si mismo no seria toxico,
pero que en el reticulo endoplasmico liso entraria a la cadena enzimatica

microsomal *’.

Presumiblemente el CCls se compleja con el citocromo P-450, y el complejo

es deshalogenado y reducido por el Cit-P-450 reductasa y NADPH. Dado lo
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anterior, la necrosis inducida por CCls; es mas severa en las células
centrolobulillares del higado quienes contienen la mas alta concentracion de la

isoenzima P450, la cual es la responsable de la activacion del CCls 1% %517,

Hoy se sabe que, en condiciones de baja presion parcial de oxigeno (pO>),
el CCls experimenta una biorreduccion catalizada por CYP2E1 a radical
triclorometilo (CCly"), el cual abstrae un atomo de hidrégeno a un acido graso de la
membrana celular, iniciando una reaccion en cadena de lipoperoXidacion. Pero
cuando la presion de oxigeno es alta, se forma el radicaktriclorometil peroxilo
(€CCl3€00) que, en una reaccion suicida, inactiva al.E¥P2E, terminando el efecto.
Los procesos toxicos por mecanismos radicalaries requieren un tiempo para su

desarrollo y la aparicion de sus efectos; sih.embargo, en CCl, el plazo es corto *'.

En las reacciones hepatetdxicas por CCls se distinguen dos fases: en la fase
temprana o precoz, antes,de la primera hora tras la exposicion, tiene lugar la
aparicion de los¢/nietabolitos reactivos (triclorometilo y triclorometil peroxilo,
seguido de Ja_peroxidacion de lipidos y las uniones covalentes a los receptores
nuclegfilicos. Después de la sexta hora, se aprecian los fenGmenos consecuentes a
acumulacion intracelular de calcio. Cuando estos radicales libres se unen
covalentemente a grupos tioles que forman parte del glutation (GSH), la
concentracion citosélica de calcio se incrementa y se inicia una cascada de
activacion de proteasas, endonucleasas y lipasas con deterioro de la célula,
produciéndose la liberacion de enzimas intracelulares como la ALT que es un

marcado bioquimico de lesién hepatica '.
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El radical triclorometilo inicia la rapida peroxidacion de lipidos de
membrana, lo que provoca una reduccion de la fluidez de la membrana, la cual es
esencial para preservar la funcion celular (transduccion de sefial, secrecion y
endocitosis). Se rompen las membranas del reticulo endoplasmico, se liberan los
ribosomas, se acumulan triglicéridos al no existir sintesis de las apoproteinas
necesarias para su salida del higado produciéndose esteatosis. Por otro lado, la
peroxidacion de lipidos que afecta a la membrana plasmatica se traduce en

trastornos en el transporte de iones, ingreso masivo de agua, sodid.y-Calcio 1°1%18,

De manera que dependiendo de la magnitud y. tiempo de la accion del toxico
las consecuencias fisiopatologicas difieren, pudiendo encontrarse esteatosis o

necrosis masiva 101516.17,

Para evaluar el dafio hepatico producido por el CCls existen indicadores
bioguimicos, entre los™cuales son de gran importancia la enzima alanina
aminotransferasa {ALT) y Bilirrubinas: total (BT), directa (BD) e indirecta (Bl).
ALT tiene accion eminentemente intracelular, por lo que la actividad sérica en
condicignes normales es baja o nula. En hepatitis y otras formas de enfermedad
hepética que involucran necrosis de tejido, habra un incremento considerable de la

actividad sérica de ALT 18 19.20.21,22

La bilirrubina como producto de desecho insoluble, es captado por el higado
para su conjugacion y excrecion en la bilis. Por tal motivo, las alteraciones

hepatocelulares u obstrucciones biliares pueden incidir en el metabolismo de
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bilirrubina, provocando ictericia, esto implica hiperbilirrubinemias, a expensas de

la fraccidn conjugada (o directa) o no conjugada (o indirecta) 92023,

Es de suma importancia proteger al higado de los efectos nocivos de
hepatotoxinas que el hombre puede ingerir o exponerse, los agentes que son capaces
de contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa antirradicalarias son

llamados hepatoprotectores 4 1920,

Si se recurre al uso de plantas medicinales, como altermativa terapéutica, se
encuentra a especies vegetales que poseen metabolites secundarios como los
flavonoides, los cuales tienen lugar sobresali€énte en nuestros tiempos, por sus
reconocidas propiedades antioxidantes( y "su uso como hepatoprotectores.
Numerosos extractos vegetales y formulaciones farmacocinéticas que contienen
flavonoides se encuentran hoy®en dia en el mercado. Existen estudios que confirman

el efecto hepatoprotector’dg flavonoides frente al dafio causado por CCly 14 2425 26,

27

Cordia lutea Lam. es una planta indigena del Peru, se dispersa bastamente
por niveles bajos y medios del sur, centro y norte del pais. Se encuentra en zonas
secas y muy secas hasta los 1 500 m.s.n.m. pero se adapta bien a lugares humedos.
Segun el Sistema de Clasificacion Filogenética de Adolph Engler pertenece al
Phylum Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Lamiales y familia

Boraginaceage 12 13:19.28.29,
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Cordia lutea Lam., es utilizada por presentar importantes principios activos
para combatir enfermedades hepaticas. Las hojas son usadas como antitusigeno,
antiasmatico, cicatrizante, contra ictericia, espasmos estomacales y calculos
biliares; la infusion de ésta tiene efecto gastrohepatoprotector, sirven ademas como

hemostaticos y expectorantes 1% 2829,

Cruzado R. (1993) en su trabajo de investigacion intitulado Estudio
Fitoquimico de la Flor de Cordia lutea “overo”, llega a la conclusién-que esta droga
contiene flavonoides entre otros metabolitos secundarios )y en el trabajo de
investigacion de nuestra autoria se concluye que el extracto etandlico de hojas de
Cordia lutea Lam. procedentes del distrito de Laredo, provincia de Trujillo, region
La Libertad presenta 0,1332 mg/mL dé_flavonoides totales expresados como

quercetina?® 30,

Cruzado R y Guzman T. (1993) en su trabajo de investigacion intitulado
Efecto de la floy de/ Cordia lutea “overo” en Intoxicacion Hepatica Cronica
Experimental.con Tetracloruro de Carbono en Oryctolagus cuniculus: Variaciones
séricasnde/GTP vy Bilirrubina, concluye que la infusion de flor de Cordia lutea
“overo” tiene efecto hepatoprotector en la intoxicacidn hepética cronica

experimental con CCls en Oryctolagus cuniculus *°.

Ademas de otros autores, que en sus trabajos de investigacion confirman el

efecto hepatoprotector de los flavonoides 2 1429,
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Los flavonoides constituyen un grupo extenso de metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos y comunes en todo el reino vegetal, particularmente en
las partes aéreas. Se pueden presentar tanto libres como en forma de glucésidos (O-
y C-glicosidos). Estos ultimos se localizan cominmente dentro de las estructuras

celulares de hojas, flores y tallos 2262731,

El promedio diario de la dieta en los paises occidentales fluctua entre 20mg
a 1g de mezcla de flavonoides. Algunos aspectos relevantes de dafarmacocinética
de los flavonoides es que, antes de ser absorbido un flavongide es escindido, dando
por resultado, por una parte, su aglicona y por otro su.gliedsido; teniendo este ultimo
mayor solubilidad en agua se absorbe rapidamente, sin embargo la aglicona puede
tardar hasta tres horas en ser absorbida. Por o ‘que en promedio las concentraciones

pico de los flavonoides se da a las 25/5horas 2732,

Sus efectos farmacbldgicos en los mamiferos son el resultado de sus

propiedades de inhibieion de ciertas enzimas y su actividad antioxidante 32,

L0s flavonoides poseen un importante efecto antioxidante debido
principalmente a sus propiedades redox y a sus grupos quimicos tal como los
hidroxilos que pueden atrapar radicales libres, quelar iones metalicos, apagar
singuletes y tripletes de oxigeno o descomponer perdxidos y estos metabolitos estan
presentes en esta planta 24 25:26:27,

Los flavonoides inhiben la actividad catalitica de una serie de enzimas, tales

como la ciclooxigenasa, lipooxigenasa, NADPH oxidasa y xantina oxidasa 3% 3334,
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La actividad antioxidante también se justifica porque inhibe oxidasas que
liberan anion superoxido y peroxido de hidrogeno. Puede darse inhibicion directa
por inhibicién competitiva o indirecta, porque en los granulocitos previenen la
activacion de NADPH oxidasa al interferir con proteina quinasas implicadas en la
cascada de inhibicion 323335,

Los flavonoides tienen capacidad para atrapar radicales libres (RL),

reaccionar con especies reactivas de oxigeno y formar complejos con el hierro.
También la regeneracion de "-tocoferol mediante reduccion del ragical -tocoferoxil

puede contribuir a su actividad antioxidante. Los flaven@ides atrapan RL tales
como: “OH, 0.7, LOO"y NO, etc. En esta reacciop-atkapadora, el flavonoide cede
un atomo de hidrdégeno al radical agresor:
Flavoide — OH + “Res>Flavoide — 0" + RH

El Flavoide — O~ radical formadées'més estable que el radical "R que lo genera
32'

Existen trabajos.de“investigacion que resaltan el efecto hepatoprotector de
flavonoides totaleg’ (FTs) sobre modelos de intoxicacion hepatica inducida por

tetracloruro‘de-Carbono, pero son otro de otra familia al vegetal.

Entre'ellos, el estudio realizado por Zhang S et al demostré que los FTs impidieron
significativamente la hepatotoxicidad inducida por CCl4, posiblemente por atrapar
radicales libres, mejorar el sistema antioxidante endégeno y el bloqueo de la
activacion de CCls mediada por CYP2EIL Ademaés los FTs inhiben la respuesta
inflamatoria al disminuir las citoquinas pro-inflamatorias al disminuir la expresion

de NF-kB.

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

La investigacion adicional para explicar los efectos protectores de TFS en la lesion
hepética inducida por CCl4-es significativo y proporcionara mas explotacion de los

efectos protectores 3¢,

Tong J et al y Zhao P et al concluyeron que los FTs exhiben capacidad
antioxidante significativa in vitro mediante la inhibicion de lipoperoxidacion y

aumentando la capacidad antioxidante del higado *" %,

Yuan L et al en su estudio concluye que el mecanisnio de FTs en lesion
hepatica puede estar relacionada con su accion antjexidante, actividad captadora
de radicales libres y la inhibicion de la activacion de NF-kB. Ademas, Yan J et al,
en su investigacion concluye que los flavenoides totales regulan la expresion de
ARNM de genes de transportadoregdeNa bilis, incluyendo BSEP, Mrp2y NTCP,
esto podria consistir en aclarar los mecanismos de proteccion sobre la

colestasis 3% 4°,

Debidoe<ahfrecuente uso que hace la poblacion de la medicina tradicional y
a los esgasbs estudios con base cientifica acerca de la planta medicinal en estudio

creemoS de suma importancia la realizacion del presente trabajo.

A pesar del uso de Cordia lutea Lam. en la medicina popular, hasta el
momento no se registra informacion que justifique el uso de sus hojas como fuente
de flavonoides, ni mucho menos que resalten los efectos como hepatoprotector de
ésta droga y teniendo en cuenta la necesidad de prevenir o proteger al higado, el
presente estudio tiene por finalidad determinar con el rigor cientifico el efecto

10

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

hepatoprotector de los flavonoides totales de las hojas de Cordia lutea Lam. (overo)
en Rattus norvegicus var. albinus en el modelo de dafio hepatico inducido por el
CCl..

Por tal motivo se planted el siguiente problema: ¢Cuél es el efecto de los
flavonoides totales de las hojas de Cordia lutea Lam. sobre hepatoxicidad inducida

por Tetracloruro de carbono en Rattus norvegicus var. albinus?

Como hipotesis para el presente estudio se planted (la>siguiente: Los
flavonoides totales de las hojas de Cordia lutea Lam. Es\pOsible que tengan un
efecto protector en la hepatoxicidad inducida por Tetracleruro de carbono en Rattus

norvegicus var. albinus.

11
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1. MATERIAL Y METODO

1. Materiales

1.1. Material bioldgico.

10 Kg de Hojas de Cordia lutea Lam. procedentes del distrito de Laredo,

provincia de Trujillo, region La Libertad.

32 Rattus norvegicus var. albinus de la cepa Holtzmaq»adultos machos,
aparentemente sanos procedentes del Bioterjo)de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, con pesos comprendidos entre 300 g y 400

g, con edad de 5 meses.

1.2. Material de laboratorie

a) Material™de vidrio.

Material de vidrio de uso comun en el laboratorio.
b)" Equipos.

Balanza analitica Sartorius BP301S

Bafio Maria DIN128-K1

Bomba de vacio General Electric 5SKH33DM68

Cocina Eléctrica

Estufa Memmertt UM-300

Refrigerador Coldex
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c) Material quimico
Acido sulfurico g.p.
Tetracloruro de carbono g.p.
2. Método

2.1. Recoleccién de la muestra 2°*!

Las hojas de Cordia lutea Lam. se recolectaron en el distrito de Laredo,
en la provincia de Trujillo, la regién La Libertad,-uhicada a 129
m.s.n.m., situado dentro de las coordenadas 8° 00-3@™a 8° 08’ 30" de la
latitud Sur y entre 80° 50" 00" a 79° 15" 00 ~deAatitud Oeste, en el mes
de Setiembre. La recoleccion de la gspecie se realizo por el método

convencional o clasico de herbokizacion.

2.2.  ldentificacion y determinacion taxonomica de la especie 2°#

Un ejemplar cdwipleto de la planta se llevo al Herbarium Truxillensis
(HUT) de l@Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion

taxanomica.

2.3.</ Seleccion de la muestra 2%

El material recolectado se transport6 al Laboratorio de Toxicologia de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, en donde se selecciono la muestra en buen estado y se elimind

las sustancias extrafias presentes en el material vegetal.

13
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2.4.

2.5.

2.6.

2.1.

2.8.

Lavado de la droga 24!

Se procedié a lavar el material vegetal con agua potable a chorro y

después con agua destilada.

Secado ##

Para evitar cualquier tipo de alteracion que pudiera afectar a la
composicién de la planta, la droga se sec6 convencionalmente. Las
hojas se colocaron sobre papel kraft en un lugar, ft€sco y seco durante
48 horas. Luego se coloco en bolsas hechas-Qepapel kraft y se llevo a

estufa a una temperatura de 40° C, duranté 24 horas.
Pulverizacion 224
Luego de obtener la drega estabilizada y secada, se triturd con la ayuda

de un mortero,.hdsta obtener un polvo.

Tarhizaje 2
El material obtenido de la pulverizacion, se pasé a través de juego de

tamices N° 2; 1,2; 0,7 y 0,3. El polvo que se utilizo es del tamiz N° 0.7.

Almacenamiento 2%

El polvo de hojas obtenido, se almaceno en frascos de vidrio de color

ambar de boca ancha.

14
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2.9.

2.10.

Obtencion de flavonoides totales 2°42.

Se reflujé 5g de polvo de hojas de Cordia lutea Lam. con 200 mL de
acido sulfarico al 10% v/v y 200 mL de etanol al 50% v/v por 2 horas,
se enfrié y se filtr6 al vacio lavandose el residuo con 60 mL de etanol
al 50% v/v; se junté ambos filtrados y se evapord en bafio maria hasta
la mitad del volumen inicial, se enfri6 en la nevera durante 60 minutos
y luego se filtr6 al vacio, lavando el precipitado con 250 mL de agua
destilada fria (10-15°C) en porciones de 10mL. Se elimyir6 el filtrado y
los lavados, y el filtro se seco en estufa a tempétatura de 40°C durante
12 horas, luego se disolvio el residuo delfitro en 150 mL de etanol de
50%v/v calentado previamente, y Ses almaceno en frascos de color
ambar para su posterior utilizacion.

El procedimiento se repiio hasta obtener la cantidad suficiente de

flavonoides totales\para el tratamiento por 15 dias.

Cuantificacion de Flavonoide Totales 294
Se pealiz6d la cuantificacion de flavonoides total mediante el método
espectrofotométrico y se obtuvo la concentracion en mg/mL de

flavonoides totales expresados como quercetina.

Procedimiento:

Se midié 1 mL del extracto y se afor6 a 25 mL con etanol al 50%V/v,
seguidamente se vertio una alicuota a la celda y se llevd a realizar la

lectura de la absorbancia a 258 nm por triplicado.
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Como estandar se empled 0,04 g de Quercetina, se disolvio con etanol
de 96° G.L. y se afor6 a 50mL; se midié 1mL de esta solucion y se aforo
a 100mL con etanol al 50% v/v, luego se verti6 una alicuota a la celda

y se realizo la lectura de la absorbancia a 258nm por triplicado.
Como blanco se utilizé etanol al 50% v/v.

El contenido de flavonoides se obtuvo con la siguiente formula:

X_AmeSTxFDxPST
= R

Donde:

X: contenido de flavonOides totales expresados como Quercetina

(mg/mL).

Anm: Abserhancia de la solucién muestra.

Qst) Concentracion del estandar de lectura (mg/mL).

ARr: Absorbancia de la soluciéon de referencia.

PST: Potencia del estandar.

FD: Factor de dilucion
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2.11.

Disefio Experimental
Se trabaj0 con 32 especimenes Rattus norvegicus var. albinus,
aleatoriamente distribuidos en 4 grupos de 8 animales cada uno, como

se detalla a continuacion:

GRUPO 1I: Grupo blanco, conformado por 8 Rattus norvegicus var.
albinus a los que se administré 3 mL de solucién NaCl 0.9% via oral °.
GRUPO II: Grupo control, conformado por 8 Ratts rorvegicus var.
albinus a los que se administro la dosis de 0sx1)mL via oral de una
solucion de CCls al 10% en aceite de olivaydurante 15 dias 14243,

GRUPO I11: Grupo Problema I, conformado por 8 Rattus norvegicus
var. albinus a los se administk0 yvia oral 10 mg/Kg p.c de flavonoides
totales de hojas de Coreyasfutea Lam y luego de 2 horas se administro
via oral 0.1 mL de/una solucion de CCls al 10% en aceite de oliva,

durante 15 dfas #13°.

GRUPO IV: Grupo Problema Il, conformado por 8 Rattus norvegicus
var. albinus a los que administro via oral 20 mg/Kg p.c de flavonoides
totales de hojas de Cordia lutea Lam. y luego de 2 horas se administrd
via oral 0.1 mL de una solucion de CCls al 10% en aceite de oliva,

durante 15 dias 31,

La administracion de cada una de las sustancias fue una vez al dia 'y en

ayunas, usando una sonda nasogastrica N° 4 diferente para cada

17
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2.12.

2.13.

sustancia. Posteriormente a la administracion se proporcion6 alimento

a base de maiz y agua ad libitum.

Los flavonoides totales calculados para cada dosis fueron suspendidas

en solucién de NaCl 0.9% para su administracion.

Determinacion de Perfil hepatico 363839,

Se realiz6 una prueba basal y post- estimulo a cada espéeingen, tomando
muestras de sangre por puncion cardiaca eco.gutiada. Se recolecto
aproximadamente 1.0 mL de sangre ,en~Aubos de ensayo no
heparinizados y se procedid a la deterfpinacion de los examenes de
perfil hepatico que incluye Alanina@aminotransferasa (ALT), bilirrubina

directa, indirecta y total. (Siglas. BD, Bl y BT respectivamente).

La extraccion dé{sangre por puncion cardiaca ecoguiada y la
determinaciongdel perfil hepatico se realizé en el laboratorio de Analisis

Clinigo,e-tmagenologia Veterinaria Dx Vet de la ciudad de Trujillo.

Estudio histopatoldgico por microscopia dptica 33839,

Se realizd cortes longitudinales y transversales de tejido hepatico, la
tincion de los cortes de tejido fueron realizadas con hematoxilina-
eosina. Se determind si existe infiltrado inflamatorio, tumefaccion
celular, hepatitis reactiva, esteatosis y necrosis hepatica. Se anotd con

cruces segun grado de afectacion: leve, moderado o agudo.

18
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El estudio histopatoldégico fue realizado por un médico patélogo del

Departamento de Patologia del Hospital Regional Docente de Trujillo.

2.14. Analisis estadistico de los resultados.
Los resultados obtenidos se procesaron empleando el programa SPSS,
version 19.0, reportandose tablas estadisticas resumen para cada grupo:
media aritmética y desviacion estandar. Para comparar las variables
basales y post-estimulo de ALT, BT, BD y Bl en cada grupd de trabajo
se utilizé la la Prueba de t de Student para medias de dos muestras
emparejadas. Para evaluar la diferencia entr& los grupos de cada
variable post-estimulo se utilizo ANOVYA. Para analizar cual de los
grupos en cada variable tuvo mayef-efecto se aplico la prueba de HSD
de Tukey. Los resultadostsg consideraron significativos cuando p <

0,05.
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I11.  RESULTADOS

Tabla 01: Promedio de las concentraciones basales y post-estimulo (15 dias) de ALT y Bilirrubinas (Bl, BD, BT) en Rattus

norvergicus var. albinus de los grupos blanco, control, Problema | y Problema I1.

BASAL POST-ESTIMULO (a los 15 dias)

GRUPOS ALT (UI/L) BI (mg/dL) BD (mg/dL) BT (mg/dL) AL+ (mg/dL) Bl (mg/dL) BD (mg/dL) BT (mg/dL)
| Blanco 81.174£1.69  0.23+0.08 0.06+0.02 0.29+0.10 81.25+1.52 0.25+0.07 0.07+0.02 0.32+0.09
Il | Control 79.67+3.25  0.26+0.05 0.07+0.01 0.33+0.06 145.57+21.92%4 1.19+0.26**  0.32+0.07**  1.51+0.33*4
11 | Problema | 79.61+3.06  0.24+0.04 0.07+0.01 Q.34%0.05 92.08+3.72*4 0.58+0.07*%  0.16+0.07**  0.73+0.09*2
IV | Problema 1l 79.34+3.23  0.24+0.05 0.07+0.01 0.30+0.06 82.29+1.97 0.29+0.05 0.08+0.01 0.37+0.07
Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar_deseada grupo.

* p<0.05 entre el basal y post-estimulo pard s 4 variables (ALT, BlI, BD y BT) en el grupo respectivo (t de student)

A p<0.05 entre los grupos Control y Probema I con.respecto al Blanco en el post-estimulo para las 4 variables (ALT, Bl, BD y BT) (ANOVA y HSD Tuckey)
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A p<0.05 entre los grupos I y II con respecto al Grupo I en el Post-estimulo a@ variables (ALT, Bl, BD y BT) (ANOVA
y HSD Tuckey) i

Figura 01. Comparacion de las H&' de los niveles de Alanina

Aminotransferasa Post-estimulo entg grupos I, 11, 111y IV.

N

Media de Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post-tratamiento

Grupos

A p<0.05 entre los grupos I y IT con respecto al Grupo I en el Post-estimulo para las 4 variables (ALT, BI, BD y BT) (ANOVA
y HSD Tuckey)

Figura 02. Comparacion de las medias de los niveles de Bilirrubina Indirecta
Post-estimulo entre los grupos I, 11, 111y IV.
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Figura 03. Comparacion de las medias ({Vos niveles de Bilirrubina Directa

Post-estimulo entre los grupos I, 11, Iltgl’v.
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A p<0.05 entre los grupos Il y Il con respecto al Grupo | en el Post-estimulo para las 4 variables (ALT, Bl, BD y BT)
(ANOVA 'y HSD Tuckey)

Figura 04. Comparacion de las medias de los niveles de Bilirrubina Total Post-

estimulo entre los grupos I, 11, 11y IV
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Figura 07. Grupo 111 (Problema I): 10mg/Kg Figura 08. Grupo 111 (Problema I1): 20mg/Kg
p.c. v.o. flavonoides totales + CCls p.c. v.o. flavonoides totales + CCls4

Cortes histoldgicos del higado de Rattus norvegicus var. albinus del grupo blanco, control,
Problema I y Problema I1. Tincién Hematoxilina-Eosina. 40X.

a. Congestién hepatica multifocal, b. Infiltrado linfocitico focal, c. Infiltracién vacuolar, d. Hepatitis
reactiva cronica inflamatoria, e. Necrosis hepatica moderada multifocal f. Esteatosis hepética, g.
Necrosis hepética leve multifocal.
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Tabla 02. Evaluacion microscopica de los higados de Rattus norvergicus var.
albinus de los grupos Blanco, control, Problema | y Problema Il segun

parametros histopatoldgicos y grado de afectacion.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Parametros Blanco Control Problema | Problema Il

Congestion  hepatica

3 +++ ++ +
multifocal

Infiltracidn vacuolar B +++ ++ -
Esteatosis hepatica _ i ++ _
Necrosis multifocal ++ +

Donde: (-): negativo, (+): Leve, (++): Moderado, (+++): Severo
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IV. DISCUSION
Estudios epidemioldgicos indican que las enfermedades hepéticas siguen
siendo un importante problema de salud en todo el mundo. A pesar de los nuevos
avances en hepatologia, la medicina moderna carece de un medicamento
hepatoprotector fiable con pocos efectos secundarios. Ademas, el dafio hepatico es
uno de los principales efectos secundarios de muchos candidatos potenciales, dando
lugar a numerosos fracasos de nuevos farmacos 1+3% 33 34,

Actualmente, los tratamientos en las enfermedades hepaticas tienen como
alternativa otras posibilidades como los productos naturales a base de plantas
medicinales o metabolitos secundarios aislados entre\Jes cuales se encuentran los
flavonoides, a los que se les atribuye actividad hepatoprotectora 12 1415, 19.20

En el presente trabajo de _investigacion se determind el efecto
hepatoprotector de los flavonoides+tetales de hojas de Cordia lutea Lam. sobre
hepatoxicidad inducida por Tetracloruro de carbono en Rattus norvegicus var.
albinus mediante la valeracion de niveles séricos de la transaminasa ALT y
bilirrubinas (BT, B>y BI); y el estudio histopatoldgico por microscopia dptica.

La iptoxicacion hepética inducida por CCls se convierte en el modelo
fundamental para estudiar antioxidantes naturales. EI CCls provoca toxicidad aguda
y cronica del higado, lo que resulta en esteatosis, necrosis celular, fibrosis y cirrosis
37_

La toxicidad hepatica inducida por tetracloruro de carbono se evidencia en la
alteracion de marcadores bioquimicos especificos de lesion celular hepatica como

es la transaminasa ALT, y de dafio biliar-colestésico: las bilirrubinas 14 1°19.20,
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En la tabla 01, en el grupo control, la elevacion de los valores de ALT y
bilirrubinas son evidentes y significativas (p< 0,05), cuyos valores se maximizan
mas del 200% a los 15 dias post-estimulo con respecto a sus valores basales.

Estos resultados son concordantes a los de otros autores que realizaron experiencias
similares 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39.

Esta bien establecido que la escisién del enlace carbono-cloruro del
CCl4 por el citocromo P450, conduce al estrés oxidativo mediado por la
formacién de triclorometilo y triclorometil peroxilo, radic¢ales libres, que
incrementan las reacciones de lipoperoxidacion celulary_saturacion de acidos
grasos insaturados quedando alterada la estructuxa—y permeabilidad de las
membranas. En este caso, la ALT, que en condiciones normales se encuentra en
el citoplasma de los hepatocitos intactos enjconcentraciones mucho mas elevadas
que en la sangre circulante, al produgirse la injuria por el agente toxico, esta enzima
es liberada hacia el torrente circulatorio, observandose un fenomeno similar al de
esta experiencia 19 20:21,36,34,38
La elevacion des les’ niveles séricos de ALT esta dentro de las primeras
anormalidadés bioquimicas posteriores a la lesion o muerte de los hepatocitos %1%
20,21_

Ademas, diversos autores sefialan, que el estrés oxidativo se maximiza por
la accién de oxidasas que liberan anion superoxido y peréxido de hidrogeno, y
cuando se depletan los sistemas antioxidantes (SOD, GSH) .
La elevacion de niveles séricos de BD, se debe a la inflamacion producida por CCla,
como consecuencia las células hepaticas se hinchan y provocan obstruccion parcial

o total de los canaliculos biliares, el glucorénido de bilirrubina regurgita hacia la
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sangre y se eleva predominantemente la BD en el plasma. Ademas, el aumento
sérico de BD se debe a la hidrdlisis de la bilirrubina por las b-glucoronidasas
histicas y también a la hemdlisis y a las alteraciones de liberacién, captacion y

almacenamiento de la bilirrubina indirecta asociados a la lesién de la célula hepatica

19,20

Segln Yan J et al y Zhang et al, el proceso inflamatorio es otro
mecanismo del CClsy juega un papel central en la colestasis y ‘dafio biliar.
El estrés oxidativo activa NF-kB que transcribe muchos genes de mediadores
inflamatorios, incluyendo aquellos para TNF-a, 6xido_fitrico sintasa inducible
(NOSj), COX-1 y COX-2. El TNF-o. mediante Suycascada de sefializacion
celular puede provocar necrosis o apoptosis.del parénquima hepatico 3 %
Yuan L et demuestra la trans-inhibjeton de la expresion de genes de
transportadores de la bilis, rela¢ionados con el metabolismo de las sales

biliares (BSEP, Mrp2 y NTGP)"4°.

El increment® de bilirrubina indirecta (no conjugada) se debe a la existencia
de una alteraeion celular del parénquima hepatico, lo que se reflejaria en una
disminu¢ierhepatica originando una mala captacion de bilirrubina no conjugada y
por corsiguiente su acumulacion en la sangre %%,

Como se evidencia, el estrés oxidativo es el principal mecanismo
molecular involucrado en la toxicidad por tetracloruro de carbono. En tal sentido,
la administracion de sustancias con propiedades antioxidantes podria evitar o
disminuir el efecto toxico de la mencionada sustancia quimica 333539,

En nuestro estudio se evidencia el efecto hepatoprotector de los flavonoides de
hojas de Cordia lutea Lam., ya que en la Tabla 01, en el grupo Il con una dosis
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10mg/Kg se muestran niveles séricos de ALT, BT, BD y Bl elevados, con respecto
a sus valores basales respectivos(p<0.05) pero méas bajos que en el grupo control.
Mientras que el grupo 1V con una dosis 20mg/Kg de flavonoides totales de hojas
de Cordia lutea Lam. se muestran niveles séricos de ALT, BT, BD y BI similares
a sus valores basales respectivos (p>0.05).

También se presentan las figuras 01, 02, 03 y 04 pertenecientes a la
comparacion de las medias de los grupos de trabajo en las variables post-estimulo
de ALT, BI, BD y BT respectivamente. Se evidencia que el giuge”1V (20mg/Kg
p.c. de flavonoides totales) alcanza valores similares (p>0:05) al grupo blanco en
cada una de las variables.

En nuestro medio no existen trabajossrelacionados con el efecto de
flavonoides totales de hojas de Cordia_lutea Lam., pero se ha realizado trabajos
valorando el efecto de flavonoidesotales de familias vegetales diferentes, en los
cuales se ha observado efectos\gimilares sobre el modelo de toxicidad hepética por
tetracloruro de carbonos Por ejemplo, diversos estudios concluyen que el
pretratamiento @e\flavonoides totales impidié estas elevaciones en una
manera depéndiente de la dosis, provocando una disminucion significativa
de la aetividad de estos marcadores bioquimicos séricos en comparacion con
el grupo control 33 34 3¢

Estos hallazgos, por consenso, se deben posiblemente a los posibles
mecanismos que podrian estar relacionados con la lucha contra el dafio
oxidativo, actividad antiinflamatoria y regulacion de la expresion de

transportadores hepéticos 3% 34 35 40.

28

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Diversos autores, sefialan que la capacidad antioxidante se debe a la
disminucién de oxidasas (NADPH oxidasa) que liberan anién superdxido vy
peroxido de hidrogeno; al estimular el aumento de enzimas antioxidantes como
GST, SOD vy catalasa; y a la capacidad de atrapar los radicales libres (RL), de
reaccionar con las especies reactivas de oxigeno y de formar complejos con el
hierro. Los flavonoides atrapan radicales libres como CCl;C00-,-0H, O2", y NO-,
etc. En esta accion atrapadora, el flavonoide cede un atomo de hidrogeno al radical
agresor, lo reduce e inactiva. El flavonoide —O- radical formado €s.mas estable que
el radical “R que lo genera. De esta forma los flavopgides interfieren en las
reacciones de propagacion de RL y en la formacion,del+adical en si %2,

Se presume que la capacidad hepatoprotectora de los flavonoides
totales podria deberse al alivio del estresjoxidativo a traves de la prevencion
y la reduccion de la peroxidacion Kipidica hepatica 2.

En ratas con induccién de hepatotoxicidad por CCls, se ha encontrado
correlacién inversa entre las enzimas antioxidantes y las puntuaciones patoldgicas

y/o de peroxidacion lipidica 1°2% %7,

Cheng\F/et al, afirma que los flavonoides ejercerian potentes efectos en
inhibir tanto COX-1 y COX-2 invitro, lo que indica que puede ser un inhibidor no
selectivo de la COX 3L,

Yuan L et al, sefiala que los flavonoides por su capacidad antioxidante podria
modular el efecto de NF-kB, trans-inhibiendo la trascripcién de genes de
mediadores antiinflamatorios como TNFa, COX-1, COX-2y NO. Jia L et al afirma

que es posible que los flavonoides induzcan el aumento de expresion de
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transportadores de bilis: BSEP, Mrp2 y NTCP; esto aln es materia de
investigaciéon adicional sobre los mecanismos de la colestasis y dafio

biliar 3% 49,

Ademas, estas conclusiones serologicas fueron complementados por

cambios morfoldgicos histopatolégicos.

El examen histopatologico de las secciones del higado confirmé que la
arquitectura normal del higado fue dafiado con la administracgion de CCls. En
el grupo control (Figura 06), (Tabla 02) se observa el dafo hepatico severo
producido, evidenciandose importantes cambios oyfolégicos como severa
congestion hepatica multifocal, infiltracion vacuolar lipidica, esteatosis hepética,

necrosis hepatica moderada multifocal.

En la intoxicacion por CCls se produce una llamada esteatosis regresiva que ocurre
como consecuencia de una lesion celular, principalmente del condrioma, que

impide que la célula pueda utilizar las grasas 3133 3¢,

Sin embargo, €l pfetratamiento con flavonoides totales de hojas de Cordia
lutea Lam. ja dosis de 20 mg/Kg (Grupo 1V) redujo significativamente la
severidad de la lesion histopatoldgica (en comparacion con el grupo control
y dosis de 10mg/Kg). En la tabla 02, se observa moderada congestion hepética
multifocal, infiltrado linfocitico focal, e infiltrado vacuolar y necrosis leve

multifocal en los higados del grupo 111y leve congestion hepatica en el grupo Grupo

v 19, 20, 21,23
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Nuestras observaciones histopatoldgicas estan de acuerdo con los diferentes

estudios encontrados, mostrando dafio hepéatico grave inducida por CCl,y

el efecto protector dosis dependiente.
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V. CONCLUSIONES

1. Los flavonoides totales de hojas de Cordia lutea Lam. a dosis de 20mg/Kg p.c
en el grupo Problema Il presentan un mayor y significativo efecto

hepatoprotector que el grupo Problema I a una dosis 10mg/Kg p.c.
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VII. ANEXOS

ANEXO 01. Ejemplar de la especie Cordia lutea Lam. “flor de overo”
identificada en el Herbario Truxillensis de la Universidad Nacional de Truijillo.
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ANEXO 02: Datos basales de pruebas bioquimicas de perfil hepatico

DxVet

Laboratorio Clinico e

Imagenologia Veterinaria ANALISIS CLINICO
IDENTIFICACION DEL PACIENTE:
Nombre : Rattus norvergicus Especie H Roedor
Propietario : Garcia Méndez, Maritza Raza : Rata blanca
Edad : 5 Meses MV Solicitante :
Sexo 3 M Fecha 2 211215
Muestra . suero
Toma de muestra . puncion cardiaca ecoguiada
Analizador bioquimico : BS 200 MINDRAY Vet
Método . Espectrofotometria automatizada.

Equipo de ultrasonido : Sonoscape S 6V
Método de exploracion : Doppler color

RESULTADOS
ANALITO

ESPECIMEN ALT TBIL DBIL IBIL
1 78.4 0.32 0.07 0.25
2
3 81.4 0.35 0.07 0.28
4 79.9 0.24 0.05 0.19
5 82.1 0.18 0.04 0.14
6 82.5 0.22 0.05 0.17
7
8 82.7 0.44 0.09 0.35
9 81.1 1.025 0.22 0.805
10 83.1 0.39 0.08 0.31
11 79.3 0.32 0.07 0.25
12 80.9 0.25 0.05 0.20
13 76.5 0.26 0.06 0.20
14 81.4 0.30 0.06 0.24
15 82.3 0.42 0.09 0.33
16 74.2 0.36 0.06 0.28
17 80.8 0.38 0.08 0.30
18 75.8 0.29 0.06 0.23
19 81.3 0.32 0.07 0.25
20 80.9 0.37 0.08 0.29
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S000

DxVet

Laboratorio Clinico e

Imagenologia Veterinaria ANALISIS CLINICO
ANALITO

ESPECIMEN ALT TBIL DBIL IBIL
21 75.8 0.28 0.06 0.22
22 76.8 0.24 0.05 0.19
23 82.5 0.32 0.07 0.25
24 83.2 0.27 0.06 0.21
25 79.5 0.21 0.05 0.16
26 75.6 0.38 0.08 0.30
27 82.9 0.29 0.06 0.23
28
29 79.3 0.39 0.08 0.31
30 81.3 0.29 0.06 0.23
31 82.3 0.28 0.06 0.22
32 74.5 0.29 0.06 0.23

-~
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ANEXO 03: Datos Post-Estimulo (15 dias) de pruebas bioquimicas de perfil

. - hepético
Laboratorio Clinico e
Imagenologia Veterinaria ANALISIS CLINICO
IDENTIFICACION DEL PACIENTE:
Nombre : Rattus norvergicus Especie : Roedor
Propietario : Garcia Méndez, Maritza Raza 4 Rata blanca
Edad 3 5 Meses MV Solicitante :
Sexo : M Fecha : 04/0116
Muestra . suero
Toma de muestra : puncién cardiaca ecoguiada
Analizador bioguimico : BS 200 MINDRAY Vet
Método . Espectrofotometria automatizada.
Equipo de ultrasonido : Sonoscape S 6V

Método de exploracidon . Doppler color

RESULTADOS
ANALITO

ESPECIMEN ALT TBIL DBIL IBIL
1 78.9 0.36 0.08 0.28
2
3 81.7 0.35 0.08 0.31
4 79.8 0.27 0.06 0.21
5 82.4 0.21 0.04 0.17
6 82.4 0.24 0.05 0.19
7
8 82.3 0.42 0.09 0.33
9
10 169.9 1.86 0.40 1.46
11 130.2 1.24 0.27 0.97
12 122.1 2.04 0.44 1.60
13 132.9 1.47 0.31 1.16
14 149.5 1.35 0.29 1.06
15 134.2 1.14 0.24 0.90
16 180.2 1.48 0.32 1.16
17 90.3 0.76 0.16 0.60
18 93.6 0.59 0.13 0.46
19 89.3 0.76 0.16 0.60
20 90.2 0.77 0.16 0.61
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S000

DxVet

Laboratorio Clinico e
Imagenologia Veterinaria

ANALISIS CLINICO

ANALITO

ESPECIMEN ALT TBIL DBIL IBIL
21 86.6 0.88 0.19 0.69
22 97.8 0.64 0.14 0.50
23 92.6 0.75 0.16 0.59
24 96.2 0.72 15 0.57
25 81.8 0.29 0.06 0.23
26 81.6 0.46 0.10 0.36
27 84.2 0.35 0.08 0.27
28
29 82.6 0.47 0.10 0.37
30 84.9 0.35 0.08 0.27
31 82.7 0.36 0.08 0.28
32 79.2 0.34 0.08 0.26
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ANEXO 04: Prueba estadistica de t-Student de muestras de dos medias

emparejadas

Tabla 03: Estadistica descriptiva de las variables ALT, Bl, BD y BT en las
determinaciones basales y post-estimulo en el Grupo | (Blanco).

Estadisticas de muestras emparejadas
Pruebas Bioquimicas _ Desviacion Media de
Media N 3 error
estandar ,
estandar
. Basal 81.17 6 1.69 .69
Alanina
Aminotransfer
asa (UI/L) i
Post-estimulo 81.25 6 1.52 .62
. ) Basal 0.23 6 0.08 .03
Bilirrubina
Indirecta
(mg/dL) Post-estimulo 0.25 6 0.07 .03
N ) Basal 0:06 6 0.02 .01
Bilirrubina
Directa
(mg/dL) Post-estimalo 0.07 6 0.02 01
Bdsal 0.29 6 0.10 .04
Bilirrubina
Total (mg/dL) ]
Post-estimulo 0.32 6 0.09 .04
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Tabla 04: Comparaciones de las variables AL, BI, BD y BT en las determinaciones basales y Post-estimulo mediante la prueba de t-
Student de muestras de medias emparejadas para el Grupo | (Blanco)

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas:
Lo L Media de 95% de intervalo de Sig.
Pruebas Bioguimicas Media Desviacion error ¢onfianza de la diferencia t gl (bilateral)
estandar . - -
estandar Inferior Superior
Alanina Aminotransferasa (UI/L) Basal -
Par 1 Alanina Aminotransferasa (UI/L) Post- -.08333 33714 13764 -.43715 .27048 -.605 5 571
estimulo
Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Basal -
Par 2 Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post- -.01833 01941 .00792 -.03870 .00203 -2.314 5 .069
estimulo
Bilirrubina Directa (mg/dL) Basal -
Par 3 Bilirrubina Directa (mg/dL) Post- =00500 .00548 .00224 -.01075 .00075 -2.236 5 .076
estimulo
Bilirrubina Total (mg/dL)«Basal - ) ) i
Par 4 Bilirrubina Total (mg/dL). Pestéstimulo .02333 .02251 .00919 .04696 .00029 2.539 5 .052
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Tabla 05: Estadistica descriptiva de las variables ALT, Bl, BD y BT en las
determinaciones basales y Post-estimulo en el Grupo Il (Control).

Estadisticas de muestras emparejadas

. Media de
] .. . Desviacion
Pruebas Bioquimicas Media N estandar error
estandar
. Basal 79.67 7 3.25 1.23
Alanina
Aminotransferasa
(UI/L) .
Post-estimulo 14557 7 21.92 8.29
Basal 0.26 7 0.05 0.02
Bilirrubina
Indirecta (mg/dL)
Post- estimulo 1.19 { 0.26 0.10
Basal 0107 7 0.01 0.01
Bilirrubina Directa
(mg/dL) ,
Post- estimulo 0.32 7 0.07 0.03
Basal 0.33 7 0.06 0.02
Bilirrubina Total
(mg/dL) )
Pdst4estimulo 151 7 0.33 0.12
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Tabla 06: Comparaciones de las variables AL, BI, BD y BT en las determinaciones basales y Post-estimulo mediante la prueba de t-
Student de muestras de medias emparejadas para el Grupo Il (Control)

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
Lo L Media de 95% de intervalo de Sig.
Pruebas Bioguimicas Media Desviacion error confianza de la diferencia t gl (bilateral)
estandar . - -
estandan Inferior Superior
Alanina Aminotransferasa (UI/L) Basal -
Par 1 Alanina Aminotransferasa (UI/L) Post- -65.90000 22.98913 8/68907 -87.16140 -44.63860 -7.584 6 2.73E-04
estimulo
Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Basal -
Par 2 Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post- -.92857 127643 .10448 -1.18423 -.67292 -8.887 6 1.13E-04
estimulo
Bilirrubina Directa (mg/dL) Basal - ) i i i }
Par 3 Bilirrubina Directa (mg/dL) Post-estimulo 25714 .07868 .02974 .32991 .18438 8.647 6 1.32E-04
Bilirrubina Total (mg/dL) Basal/- ) ) i i i}
Par 4 Bilirrubina Total (mg/dL) Post-gstimulo 1.18286 .35514 .13423 1.51131 .85441 8.812 6 1.19E-04
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Tabla 07: Estadistica descriptiva de las variables ALT, Bl, BD y BT en las

determinaciones basales y Post-estimulo en el Grupo Il (Problema I).

Estadisticas de muestras emparejadas

Pruebas Biogquimicas Media N DES\{IaCIOH Medlalde error
estandar estandar
) Basal 79.61 8 3.06 1.08
Alanina
Aminotransferasa
(UI/L) .
Post-estimulo 92.08 8 3.72 1.31
Basal 0.24 8 0.04 0.01
Bilirrubina
Indirecta (mg/dL)
Post-estimulo 0.58 8 0.07 0.02
Basal 0.07 8 0.01 0.00
Bilirrubina
Directa (mg/dL) ]
Post-estimulo 046 8 0.02 0.01
Basal 0.31 8 0.05 0.02
Bilirrubina Total
(mg/dL) ,
Post=estimulo 0.73 8 0.09 0.03
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Tabla 08: Comparaciones de las variables AL, Bl, BD y BT en las determinaciones basales y Post-estimulo mediante la prueba de t-
Student de muestras de medias emparejadas para el Grupo 111 (Problema I)

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
Lo L Media de 95% de intervalo de Sig.
Pruebas Bioguimicas Media Desviacion error eonfianza de la diferencia t gl (bilateral)
estandar ] - -
estandar Inferior Superior
Alanina Aminotransferasa (UI/L) Basal -
Par 1 Alanina Aminotransferasa (UI/L) Post- -12.46250 4.59936 1.62612 -16.30766 -8.61734 -7.664 7 1.20E-04
estimulo
Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Basal -
Par 2 Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post- -.33500 .06782 .02398 -.39170 -.27830 -13.970 7 2.28E-06
estimulo
Bilirrubina Directa (mg/dL) Basal - / i i i }
Par 3 Bilirrubina Directa (mg/dL) Post-estimulo .09000 01773 .00627 .10482 .07518 14.359 7 1.89E-06
parg . Dilirubina Total (mg/dlN3gsal - 42500 08485 03000 49594 35406  -14.167 7  2.07E-06
Bilirrubina Total (mg/dL) Rost-estimulo ' ' ' ' ' ' '
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Tabla 09: Estadistica descriptiva de las variables ALT, Bl, BD y BT en las
determinaciones basales y Post-estimulo en el Grupo IV (Problema 11).

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacion Media de
PRUEBAS BIOQUIMICAS Media N estAndar error
estandar
Alanina Basal 79.34 7 3.23 1.22
Aminotransferasa
(UIL) Post-estimulo 82,29 7 1.97 0.75
Basal 0.24 7 0.05 0.02
Bilirrubina
Indirecta (mg/dL) i
Post-estimulo 0.29 4 0.05 0.02
Basal 0.0% 7 0.01 0.01
Bilirrubina
Directa (mg/dL) i
Post-estimulo 0.08 7 0.01 0.01
Basal 0.30 7 0.06 0.02
Bilirrubina Total
(mg/dL) .
Pest-estimulo 0.37 7 0.07 0.02
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Tabla 10: Comparaciones de las variables AL, Bl, BD y BT en las determinaciones basales y Post-estimulo mediante la prueba de t-
Student de muestras de medias emparejadas para el Grupo IV (Problema I1)

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
Lo L Media de 95% de intervalo de Sig.
Pruebas Bioguimicas Media Desviacion error confianza de la diferencia t gl (bilateral)
estandar . - -
estandar Inferior Superior
Alanina Aminotransferasa (UI/L) Basal -
Par 1 Alanina Aminotransferasa (UI/L) Post- -.0193 .0184 .0089 -.0487 .0030 -2.2139 6 .0623
estimulo
Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Basal -
Par 2 Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post- -.0520 -.0025 -.0010 -.1758 -.0442 -2.1139 6 .0604
estimulo
Bilirrubina Directa (mg/dL) Basal'- ) ) )
Par 3 Bilirrubina Directa (mg/dL) Post-gstimulo -.0180 -.0014 -.0005 .0460 .0169 2.1361 6 1444
Bilirrubina Total (mg/dL) Basal - ) } ) ) } }
Par 4 Bilirrubina Total (mg/dL) Post-estimulo .0700 .0039 .0015 2216 .0613 2.3392 6 .0754
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ANEXO 05: Prueba estadistica de ANOVA Post-estimulo

Tabla 11: Estadistica descriptiva de las variables ALT, Bl, BD y BT Post-estimulo para cada variable ALT, Bl, BD y BT

Descriptivos
N Media Desviacion Error 95%deLintervalo de Minimo Maximo
estandar estandar confignza para la media
L dite Limite
inferior superior
Alanina Grupo | 6 81.25 1.521 62115 79.6533 82.8467 78.90 82.40
Aminotransferasa 7
(UI/L) Post- Grupo Il 145,57 21.922 8.28582 125.2967 165.8461 122.10 180.20
estimulo Grupo Il 8 92.075 3.717 1.31431 88.9672 95.1828 86.60 97.80
Grupo IV 7 82.29 1.974 174592 79.5937 84.8920 79.20 84.90
Total 28 101.171 28.453 5.37725 90.1382 112.2046 78.90 180.20
Bigrrubin(a ) Grupo | 6 248 064 .02738 .1780 .3187 17 .33
Indirecta (mg/dL
Post-estimulo Grupo I 7 1.187 256 .09663 9507 1.4236 .90 1.60
Grupo 111 8 578 07046 .02491 5186 .6364 46 .69
Grupo IV 7 0.291 0.05 0.02 2993 3807 0.23 0.36
Total 28 %00 .38937 .07358 4490 7510 17 1.60
Bilirrubéna/oI ) Grupol | 6 067 .01966 .00803 .0460 .0873 .04 .09
Directa (mg/dL
Post-estimulo Grupo Il 7 3243 .07138 .02698 2583 3903 24 A4
Grupo 111 8 .1563 .01768 .00625 1415 1710 13 19
Grupo IV 7 0.083 0.01 0.01 0815 1013 0.06 10
Total 28 .1629 .10704 .02023 1214 2044 .04 44
Bilirrubina Total ~ Grupo | 6 .3150 .08643 .03528 2243 4057 21 42
(mg/dL) Post- Grupo Il 7 1.5114 32693 12357 1.2091 1.8138 1.14 2.04
estimulo : : : : : : :
Grupo 111 8 .7338 .08782 .03105 .6603 8072 59 .88
Grupo IV 7 0.374 0.07 0.02 3815 4814 0.29 46
Total 28 7629 49635 .09380 5704 .9553 21 2.04
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Tabla 12: Andlisis de varianza (ANOVA) de los grupos de trabajo en las variables ALT, BI, BD y BT en el Post-estimulo.

ANOVA
Suma de Media c .
iq.
cuadrados Cuadratica J
Alanina Aminotransferasa Entre grupos 19332.648  3.000)" 6444216 51.294 1.37E-10
Dentro de grupos
(UI/L) Post-estimulo arup 3015.193 . ZH000 125.633
Total 22347.841 </27.000
Entre grupos 3.000
Bilirrubina Indirecta (mg/dL) — — 3823 1274 65.741 1.02E-11
Post-estimulo Bntro €e grpos 0.465 24.000 0.019
Entre grupos 3.000
Bilirrubina Directa (mg/dL) T~ 0.283 0.094 62.828 1.64E-11
Post-estimulo entro oe I\° 0.036 24.000 0.001
Entre‘grupos 6.184 3.000
Bilirrubina Total (mgldL)  —<o2 2.061 65.198 111E-11
Post-estimulo PrLTO €& grupos 0.759 24.000 0.032
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Tabla 13: Comparaciones multiples mediante el Test HSD de Tukey de las medias
de los grupos de trabajo para cada una de las variables ALT, Bl, BD y BT

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Diferenci 95% de intervalo de
. . ade Error . confianza

Variable dependiente medias | estandar Sig. Limite Limite

(1-J) inferior superior
Grupo Il | 64.32143| 6.23146| 1.54E-09| -81.5116| -47.1313

Grupo | }
Grupo 111 | 1 82500 6.04903 OB 05 -27.5119 5.8619
Grupo IV | -2.99286| 6.23146 963| -20.1830| 14.1973
Grupo | 64.32143|  g03146| 1.54E-00| 47.1313| 815116
Grupo Il | Grupo 11 S3.4W431 5 70688| 1.34E-08| 37.5051| 69.4878
Alanina
Aminotransferasa Grupg IV 01.32857| 5 og609| 1.79E-00| 44.8128| 77.8443
(UI/L) Post-

estimulo Grupo| | 10.82500] 6.04903] 2.29E-05] -5.8619| 27.5119
Grufo)lll |Grupo Il | 53.49643| 5.79688| 1.34E-08| -69.4878| -37.5051
Grupo IV | 7.83214| 5.79688 125| -8.1592| 23.8235
Grupo | 2.99286 6.23146 963 | -14.1973 20.1830
Grupo IV |Grupo Il | 61.32857|  5.98699 .000| -77.8443| -44.8128
Grupo Ill | -7.83214|  5.79688 125| -23.8235 8.1592
Grupo| |Grupoll | --938817 .07710| 5.48E-11| -1.1515 -.7261
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Grupo Ill | -32017°| 07485 001|  -5356|  -.1227

Grupo IV | -09167| 07710 640  -.3044 1210

Grupo | .93881" .07710 .000 7261 1.1515

Grupo Il |Grupo 1l | -60964" 07173 .000 4118 .8075

S Grupo IV | 847147 07408 000 6428  1.0515

Indirecta (mg/dL) Grupo | 32917 | 07485 001 1227 5356

Post-estimulo | 5y o0 111 [Grupo 11 | --60964°| 07173 000|  -8075|  -.4118

Grupo IV | 237507 07173 015 0396 4354

Grupo | 09167| 07710 640 -.1210 3044

Grupo IV |Grupo Il | ~847147|  07408] L98E-10| -10515|  -.6428

Grupo Il | -237507| _1.07173 015|  -4354]  -.039

Grupo Il | 25762\ 02136] 6.67E-11|  -3165|  -.1987

Grupo| | Grupo Il | -Q8958°| 02074 001  -1468|  -.0324

Grupo Iy |7~-02476| 02136 657|  -.0837 0342

Grupad 257627 | .02136| 6.67E-11 1987 3165

Grupo Il (fGrupo Il | -16804°|  .01987| 6.75E-08 1132 2229

Bilirrubina Grupo IV | 23286°|  02052| 232E-10|  .A762| 2895
Directa (mg/dL) _

Post-estimulo Grupo | 08958 02074 .001 0324 1468

Grupo Il |Grupo 1l | 168047 01987 000  -2229|  -1132

Grupo Iv | 064827 01987 016 0100 1196

Grupo | 02476 02136 657  -.0342 0837

Grupo IV |Grupo Il | -232867| 02052 2.32E-10|  -2895|  -.1762

Grupo 11| -064827| 01987 016  -1196]  -.0100

Grupo | Grupo 11| -1.196437|  09836| 5.50E-11| -1.4678|  -9251
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Bilirrubina Total
(mg/dL) Post-

estimulo

Grupo III| -.41875 .09548| 1.06E-03 -.6821 -.1554

Grupo IV| -.11643 .09836 643 -.3878 1549

Grupo I Grupo || 1.19643 .09836| 5.59E-11 9251 1.4678
Grupo III| 77768 .09150| 6.16E-08 5253 1.0301

Grupo 1V| 1.08000 .09450| 2.00E-10 8193 1.3407

Grupo Il Grupo || .41875 .09548 .001 1554 6821
Grupo II| -.77768" .09150| 6.16E-08| -1.0301 -.5253

Grupo IV| .30232" .09150 015 .0499 5547

Grupo IV Grupo || .11643 .09836 643 -.1549 3878
Grupo 11 | -1.08000" .09450Y ~2.00E-10|  -1.3407 -.8193

Grupo II1| -.30232" .09150 015 -.5547 -.0499

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 9:05:
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ANEXO 06: Grafico de cajas y bigotes para comparar las distribuciones de

los marcadores hepéticos Post-estimulo
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Figura 10: Comparacion de las distgibpciones de los niveles de Alanina

Aminotransferasa Post-estimulo entrelos grupos I, 11, 11y 1V
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Figura 11: Comparacion de las distribuciones de los niveles de Bilirrubina

Directa Post-estimulo entre los grupos I, 11, 111y IV

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Bilirrubina Indirecta (mg/dL) Post-tratamiento
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Figura 12: Comparacion de las distribuciorﬁg? los niveles de Bilirrubina

Indirecta Post-estimulo entre los gruposd\?,“l Iy lv
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Figura 13: Comparacion de las distribuciones de los niveles de Bilirrubina

Total Post-estimulo entre los grupos I, I, 111y IV
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