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Objetivos. Realizar un andlisis fitoquimico y describir la actividad hepatoprotectora y antioxidante del extracto
de rizomas de Curcuma longa L. (C. longa) en un modelo murino. Materiales y métodos. La actividad
antioxidante in vitro del extracto acuoso liofilizado de rizoma de C. longa L. (Fam: Zingiberaceae) se evalud
con el método de DPPH, ademads, también se realizé el andlisis fitoquimico de tres solventes de extraccion
(ExEt, EXDCM y ExH,0). El ensayo in vivo se realiz6 en ratas albinas cepa Holtzman. Se formaron cinco grupos
de tratamiento: (control normal); (control-CCl,); (Control positivo); (C. longa 100 mg/kg) y (C. longa 200 mg/kg), que
fueron inducidos con CCl, para desarrollar dafio hepatico. Este modelo permitié medir el efecto protector
de los extractos sobre los marcadores bioquimicos (AST, ALT y ALP) en sangre. Posteriormente, se realizé un
examen histopatoldgico de las secciones hepaticas para apoyar la induccion de la hepatoxicidad y la eficacia
hepatoprotectora. Resultados.E| extracto mostré un poder reductor mucho menor que el acido ascérbico,
en el tamizaje fitoquimico se encontraron compuestos fendlicos, triterpenos, quinonas, cumarinas y
flavonoides, ademds la cantidad de curcumina encontrada fue de 0,4%-0,6%. El extracto liofilizado de C.longa
mostré un efecto protector significativo (P<0,05), disminuyendo la actividad enzimatica de los marcadores
hepatoespecificos. Los niveles elevados de enzimas séricas AST, ALT y ALP, se hallaron restablecidas hacia
la normalizacion, de manera dosis dependiente, con el maximo efecto protector a dosis de 200 mg/kg. Las
observaciones histopatoldgicas soportan las evidencias bioquimicas de hepatoproteccidn. Estos efectos fueron
comparables a la droga estandar, silimarina. Conclusiones. Los resultados presentados en este estudio revelan
fuertemente el efecto protector del extracto liofilizado de C. longa, cultivada en la region Loreto, frente a dafio
hepético inducido por CC, en experimentacion animal.

Palabras clave: Curcuma, Antioxidantes, Curcumina, Tetracloruro de Carbono, Hepatoprotector
(Fuente: DeCS).

Phytochemical analysis, antioxidant and hepatoprotective
activity of liofilizated aqueous extract of Curcuma longa on
albino rats liver injury induced by tetrachloromethane

Abstract

Objectives. To develop a phytochemical analysis and describe the hepatoprotective and antioxidant activities of
Curcuma longa (C. longa) rhizomes extract in a murine model. Materials and methods. |n vitro antioxidant activity
of aqueous liofilizated extract of rhizome of C. longa L. (Fam: Zingiberaceae) was evaluated by DPPH assays, and
the phytochemical analysis of three extraction solvents (ExEt, EXDCM and ExH20) was also performed. The in vivo
assay was made in holtzman albino rats. Five treatment groups were formed: (Normal control); (CCl4- control);
(Positive control); (C. longa 100 mg / kg) and (C. longa 200 mg / kg), which were induced with CCl4 to develop liver
damage. This model allowed measuring the protective effect of the extracts on blood biochemical markers (AST,
ALT and ALP). Further histopatological examination of the liver sections was carried out to support the induction
of hepatoxicity and hepatoprotective efficacy.Results. The extract showed a reduction power much lower than
ascorbic acid. In the phytochemical screening, phenolic compounds, tripterpenes, quinones, coumarins and
flavonoids were found. In addition, the amount of curcumin found was 0.4% - 0.6%. The lyophilized extract of C.
longa showed a significant protective effect (P <0.05), decreasing the enzymatic activity of the hepato-specific
markers. Elevated levels of AST, ALT and ALP serum enzymes were restored to normalization in a dose-dependent
manner with the maximum protective effect at doses of 200 mg / kg. Histopathological observations support
the biochemical evidence of hepato-protection. These effects were comparable to the standard drug, silymarin.
Conclusions. The results presented in this study strongly reveal the protective effect of C longa lyophilized extract
grown in the Loreto region against CCl, induced liver damage in animal experiments.

Key words:Curcuma, Antioxidants, Curcumin, Carbon Tetrachloride, Hepatoprotector (Source: MeSH).
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Introduccion

El higado es un d6rgano que regula numerosos procesos
fisiolégicos en el cuerpo humano, cumple una funcidn
encomiable en el metabolismo de agentes enddgenos
y exégenos, y se ve afectado por varios procesos
inflamatorios, infecciones viricas, toxicidad por farmacos y
sus metabolitos, procesos autoinmunes, defectos genéticos,
alcohol, ademas, el uso de ciertas drogas terapéuticas como
los antimalaricos, antituberculosis, anticonceptivos orales,
analgésicos y antidepresivos™?, provocando enfermedades
como la insuficiencia hepatica aguda, la esteatohepatitis
alcohdlica y no alcohdlica, hepatitis cronica, colestasis
cronica, higado congestivo crénico y enfermedades
metabdlicas.

La busqueda de extractos, sustancias o moléculas para
proteger al higado de los efectos nocivos de sustancias
hepatotdxicas, y/o contrarrestar las alteraciones en los
mecanismos de defensa antiantirradicales libres es de
suma importancia. El uso popular de productos naturales
medicinales en la salud pueden proporcionar pistas para
nuevas areas de investigacion, ademas de considerarlas
como fuentes invaluables de productos farmacéuticos ©.
Los productos naturales son considerados fuentes Unicas de
facil disponibilidad y accesible a toda la poblacion para el
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades .

En este sentido, el Pert ocupa el quinto lugar en biodiversidad
del mundo y también presenta un alto niUmero de especies de
plantas con propiedades medicinales cominmente utilizados
por la poblacion. El uso de la medicina tradicional tiene una
larga historia y se ha convertido en una importante fuente de
informacion para los sistemas de atencién de la salud tanto
en los paises desarrollados como en desarrollo *. Ademas del
creciente aumento en el uso de productos naturales o sus
derivados, que buscan tratamientos complementarios a las
enfermedades®.

La Curcuma longa L. es una planta originaria en sur de Asia
y de las Indias Orientales, donde es considerada como una
planta magica dadas sus caracteristicas organolépticas y
propiedades terapéuticas y protectoras, principalmente en
el ambito hepatico y cutaneo "#. Se cultiva principalmente
en China, India, Indonesia, Jamaica y Peru ©. Esta planta es
conocida comunmente con el nombre de guisador, palillo
y curcuma. Es una planta herbdacea, perene, rizomatosa
de aproximadamente 1 m de alto; rizoma con un cuerpo
principal globuloso u ovoide, denominado “bulbo o
curcuma redonda”, de la cual salen uno o varios rizomas
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secundarios en forma de dedos largos 5-8 cm denominados
“dedos” o “curcuma larga”. La raiz, tiene cada 3 0 4 cm
bandas circulares.

Los informacidn etnobotanica refiere diversos usos de C.
longa en la medicina popular, en fitoterapia se prepara
una infusién de rizoma contra las afecciones hepaticas y
vesiculares, los rizomas molidos son usados como cataplasma
en contusiones en la espalda, también es empleada para el
tratamiento de amenorrea, constipacion cronica, diabetes,
desérdenes hepaticos, hipotensién arterial y cardioténico,
hemorragia uterina y venas varicosas, entre otros**?,

Los estudios llevados a cabo a nivel mundial para verificar
la eficacia del uso de plantas medicinales y los hallazgos
productos de estos estudios, han conducido a la produccién
de medicamentos a base de plantas, bien con fines
terapéuticos o de prevencion de enfermedades *3. Sin
embargo, aunque las plantas medicinales tienen una larga
historia de uso en el tratamiento de enfermedades, su
aceptacion y aplicacién en la medicina moderna necesita
tiempo y experimentacion para la validacion de sus
propiedades intrinsecas ™%, En virtud de esta importante
area de estudio se plantea, analizar el extracto acuoso
liofilizado de Curcuma longa, en un modelo experimental
murino de dafo hepatico inducido por tetracloruro de
carbono (CCl), para determinar el efecto protector.

Materiales y métodos

Animales de experimentacion

Se emplearon ratas albinas cepa Holtzman, machos (200-250g) del
Instituto Nacional de Salud — INS de Perd, los animales fueron
acondicionados y aclimatados, en el bioterio del Instituto de
Medicina Tradicional (IMET) de EsSalud, Iquitos-Perd, a una
temperatura controlada (22 + 2 °C) con una humedad relativa
(55 + 10%) y fotoperiodo 12 h luz y 12 h oscuridad, con agua
y alimento ad libitum.

Certificacion de la especie vegetal

El material vegetal (rizomas) de C. longa fue cosechado
de las parcelas instaladas el caserio Angel Cardenas -
primera zona, en la ciudad de Iquitos, carretera Iquitos
- Nauta km 35,5; distrito de San Juan Bautista, provincia
de Maynas del departamento de Loreto. La identificacion
y certificacion de la especie botéanica fue realizada por el
Herbarium Amazonense-AMAZ - Centro de Investigacion de
Recursos Naturales de la Universidad Nacional de Amazonia
Peruana, UNAP con numero de voucher de espécimen
42787.




Andlisis fitoquimico, actividad antioxidante y hepatoprotectora del extracto acuoso

liofilizado de Curcuma longa

ﬁfv*_EsSalud

Preparacion del extracto vegetal

Los rizomas fueron lavados en agua corriente para eliminar
restos de tierra, y desinfestados en solucién de hipoclorito
de sodio (NaClO) al 0,3%. Se cortaron los rizomas en rodajas
y se secaron en horno a 40 - 50 °C por 6 dias. Los rizomas
cortados secos, fueron molidos hasta obtener un polvo
fino. La materia prima para elaborar el extracto cumplié los
criterios de trazabilidad. Cuatro gramos fueron disueltos en
1 L de agua hirviendo por 10 min, la solucién obtenida se
filtrd (papel filtro Whatman 125 mm @) y se concentrd en un
rotava a 40 rpm a una temperatura de 50 °C. Posteriormente,
se colocd aproximadamente 200 mL del extracto concentrado
en bandejas de liofilizacion y se congelaron a -10 °C por 24 h.
Finalmente, pasado ese tiempo, las bandejas se colocaron
en el liofilizador (SCIENTZ-50N, Labotec) bajo las siguientes
condiciones: Temperatura —40 °C, presion de 13 pascales por
48 h. El extracto liofilizado fue guardado a 4 2C en frasco de
vidrio protegido de la luz hasta su uso. Este procedimiento se
realizé en el Laboratorio de Farmacognosia del Instituto de
Medicina Tradicional-IMET- EsSalud.

Caracterizacion y estandarizacion del extracto de C. longa

El extracto de C. longa fue sometido a un tamizaje cualitativo
para la deteccion de los principales grupos fitoquimicos
empleando métodos establecidos **, los cuales se realizaron
en el Laboratorio de Farmacognosia del IMET-EsSalud.
El extracto acuoso liofilizado de C. longa para el presente
estudio fue estandarizado en base a la curcumina, la cual fue
determinada usando el método espectrofotométrico, cuyo
principio consiste en extraer los pigmentos de la circuma
con etanol caliente, finalmente, se realiza la deteccion a una
longitud de onda de 425 nm*®, este método se realizd en
los laboratorios de Calidad Total - UNALM.

Actividad antioxidante in vitro

La actividad antioxidante del extracto de C. longa fue
determinada usando el método de 1,1-diphenyl-2-
pierylhydrazyl (DPPH). Este método es conveniente y preciso
para valorar el grupo oxidable de compuestos antioxidantes
naturales y sintéticos.

La actividad antioxidante se determind mediante la
capacidad inhibitoria de los radicales libres del DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil)(17). El extracto acuoso liofilizado
deC. Longa, L., fue sometido a diluciones metandlicas a
diferentes concentraciones (0,005, 0,5, 2,5, 5, 10, 15, 20
y 25 mg/mL), las cuales se mezclaron con una solucion
metandlica de DPPH al 0,1 mM; la mezcla se dejé en
reposo y en ausencia de luz durante 30 min. Luego, se leyo

la absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro de UV-
visible Génesis ®, cada absorbancia fue leida a intervalos
de 30 s durante 5 min. Las diferentes dosis del extracto se
analizaron por triplicado. Se utilizd la solucion metandlica
de DPPH al 0,1 mM como control, sin adicionar el extracto.
Los resultados fueron convertidos a porcentaje de inhibicion
de radicales libres del DPPH. La capacidad de inhibicion de
radicales libres del DPPH fue calculada usando la siguiente
ecuacion:

% | de C = (1-(Abs m — Abs ctrl neg)/(Absctrl pos—Absctrineg))*100

Donde:
% IdelC = Porcentaje de inhibicion del compuesto
Absm = Absorbancia de la muestra (extracto de C. longa)

Abs ctrl neg = Absorbancia del control negativo (blanco)
Abs ctrl pos = Absorbancia del control positivo (DPPH)

La IC50 (concentracion del extracto que inhibe el 50% de los
radicales libres) fue determinada usando el analisis Probit.

Actividad hepatoprotectora in vivo

Un total de 25 ratas fueron divididas en cinco grupos cada
uno: Grupo | (control normal) recibié solo el vehiculo p.o;
Grupo Il (control CCl,) recibi6 el vehiculo diariamente p.o.
por 7 dias y CCl, (1 mL/kg de peso i.p. al 50% v/v con aceite
de oliva) en el 6.° y 7.° dia; Grupo lli(control positivo) recibid
silimarina (100 mg/kg de peso/dp.o) y CCl, (1 mL/kg de
peso i.p. al 50% v/v con aceite de oliva) en el 6.° y 7.° dia;
y los grupos de estudio IV y V, a los cuales se les administrd
el extracto de C. longa (100 y 200 mg/kg de peso/d p.o)
respectivamente, y CCl, (1 mL/kg de peso i.p. al 50% v/v con
aceite de oliva) en el 6.° y 7.° dia.

Al 8.° dia todos los animales fueron anestesiados y se les
practicé eutanasia por dislocacidn cervical ¥, Antes del
sacrificio se colectaron muestras de sangre por puncion
cardiaca. La sangre colectada fue centrifugada a 3500 rpm
por 15 min, para recuperar el suero y realizar los analisis
bioguimicos. El higado fue recuperado y conservado en
formalina (10%) para su estudio histopatoldgicot®.Se
intento, en lo posible, minimizar el dolor y sufrimiento de los
animales de experimentacion y todos los procedimientos
realizados se realizaron de acuerdo con los lineamientos
establecidos para el cuidado y uso de animales de laboratorio
publicada por el Instituto Nacional de Salud del Perd® y a
la declaracién de la AMM sobre el uso de animales en la
investigacion biomédica Y.
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Andlisis bioquimico e histoldgico

Los marcadores bioquimicos medidos fueron fosfatasa
alcalina (ALP), aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT). Los valores se midieron con
la ayuda de un espectrofotometro JENWAY6400 ©® a la
longitud de onda de 500 nm. Se evaluaron las dimensiones
y caracteristicas morfoldgicas de los higados, los cuales
luego fueron deshidratados y embebidos en parafina.
Se realizaron secciones de 3 mm de espesor que fueron
coloreadas con hematoxilina-eosina (HE), lo cual permitié
estudiar las caracteristicas de la organizacion celular y sus
constituyentes 2.

Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se realizd con la ayuda del
programa estadistico STATA v. 12.0; los valores obtenidos
fueron expresados como media + error estandar. Para
evaluar la relacion entre el porcentaje de inhibicién y la
concentracion del extracto de C. longa en comparacién con
el acido ascorbico se utilizd el andlisis de regresidn lineal
simple y las comparaciones de los valores de marcadores
bioguimicos resultantes entre los grupos experimentales
fueron realizadas por ANOVA de una via, seguido de la

Canelo-Saldafia P et al.

prueba post-hoc de Scheffé. Las medias se consideraron
significativamente diferentes cuando se obtuvo un p<0,05.

Resultados

Los principales metabolitos secundarios presentes en el
extracto de C. longa fueron quinonas, cumarinas, compuestos
fendlicos y flavonoides. Cabe destacar que la cantidad de
curcumina determinada en los extractos acuosos liofilizados
de C. longa fue de 0,4 a 0,6 % (Tabla 01).

Se observo que el poder reductor de los radicales libres se
incrementa a medida que aumenta la concentracion del extracto
(IC50: 11,03 mg/mL); sin embargo, su capacidad reductora fue
mas baja que del acido ascdrbico (IC50: 0,67 mg/mL) (Tabla 02).

Corroborando lo antes descrito, se encontré que, en el
caso del extracto de C. lunga, se encontré una relacién
directamente proporcional entre la concentracion y el
porcentaje de inhibicidn; a diferencia del acido ascérbico
gue mantiene el efecto inhibitorio desde la concentracién
de 2,5 mg/mL (Gréfico 1).

La administracion de CCl, resulté en una elevacion
significativa (P<0,05) de los marcadores hepaticos

especificos AST, ALT y ALP en el grupo Il, en comparacién con

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de las diferentes extracciones de Curcuma longa

Nombre

Observacion

Alcaloides - - -

Triterpenos +++ Nd Nd
Quinonas +++ +++ Nd
Cumarinas +++ +++ Nd
Carotenos Nd Nd Nd
Aceites +++ Nd Nd
Azlcares reductoras Nd + +

Compuestos fendlicos Nd +++ ++
Flavonoides Nd +++ ++
Glicésidos cardioténicos Nd +++ Nd
Saponinas Nd - -

Aminodcidos - Aminas Nd ++ Nd
Glicésidos Nd Nd ++

(+), (++) y (+++) indican presencia e intensidad; (-) indica ausencia; (Nd) no determinado; (Ex) extracto; (Et)etanol; (DCM) diclorometano y (H,0) agua.
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Tabla 2. Efecto del extracto de C. longa sobre la inhibicidn
del DPPH y valores de IC, |

Nombre Cor(l;egn/tr::-c)ién % Inhibicion (mlgc/S:)nI)
g‘;’;;’ma 0,005 3,35

0,5 5,57

2,5 14,33

5,0 26,93 11,03

10,0 44,65

15,0 61,93

20,0 70,54

25,0 75,00

0,5 27,19

2,5 96,42

5,0 96,26 0,67

10,0 96,47

15,0 96,67

20,0 95,91

25,0 96,41

Los resultados fueron realizados por triplicado y expresados en mg/mL.

el control normal (grupo I). En contraste, la administracién
de las sustancias de prueba (grupo IV y V) y del control
positivo-Silimarina (grupo 1ll), mostré una disminucion
del nivel de estas enzimas, especialmente en el grupo Ill y
extracto de C. longa 200 mg/kg (Tabla 3).

Las observaciones histopatologicas muestran que la
arquitecturanormal del higado estd alterada enratastratadas
con CCl,, con parénquima hepatico con retraccion celular e

100

1 r’=0,284; p=0,10

] r’=0,952; p<,001

% Inhibicién

0 5 10 15 20 25
Concentracién (mg/ml)
e C.longa e Acido ascérbico

Grafico 1. Porcentaje de inhibicion del extracto de C. lunga y
4cido ascdrbico de acuerdo a la concentracion.

incremento del flujo sanguineo del parenquima (Grafico 2).
En el grupo control normal se observa una estructura comun
del tejido, sin evidencias de dafio, con una conformacion
lobulillar normal: triada portal, constituida por vena porta,
conducto biliar y arteria hepdtica, cordones de hepatocitos
separados, con nucleos regulares y citoplasmas granulados
homogéneos. En el caso del extracto de C. longa 100 mg/kg
de peso, se observé un parénquima hepatico con presencia
de suero en la vénula e incremento del flujo parenquimal. La
estructura tisular del higado en ratas tratadas con el extracto
C. longa de 200 mg/kg de peso muestra una conformacion
lobulillar normal: triada hepatica con una vénula, arteriola
y conducto biliar normal, con un parénquima hepatico sin
alteracion con leve incremento del flujo parenquimal, a
diferencia con lo observado en control positivo en donde
se muestra un parénquima hepatico con una conformacion
lobulillar(vena porta, conducto biliar y arteria hepatica)
que presenta una leve infiltracion inflamatoria (linfocitos),
con cordones hepaticos normales y una leve presencia de
eritrocitos en el parénquima.

Tabla 3. Efecto de los extractos de C. longa sobre marcadores bioquimicos en un modelo de dafio hepatico en ratas

inducido con CCI,

Control positivo

Parametros Control normal

Control CCl,

Extracto de C. longa (mg/kg de peso)

Silimarina

AST (UI/L) 108,65+1,88* 1277,00+209,83 265,33+40,27* 439,65+12,28* 331,50+19,18*
ALT (UI/L) 36,33+4,64* 429,00+67,77 102,17+21,38* 66,00£16,39* 65,32+16,74*
ALP (UI/L) 205,33+2,87* 291,7+11,9 125,0043,74* 173,68+10,5* 152,65+31,20*

Datos expresados como promedio * DesvEst (n=5). *P<0,05 comparado con el grupo control CCl,
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Grafico 2. Examen hitopatoldgico del tejido hepatico al final del periodo experimental. CN, control normal;
CH, control CCl,; CP, control positivo (silimarina); CL100, extracto de C. longa 100 mg; CL200, extracto de
C. longa 200 mg (Magnificacion: 40x, Coloracién: Hematoxilina Eosina -H&E-).

Discusion

En el presente estudio se demostré que la administracion
del extracto acuoso liofilizado de C. longa con su principio
activo “curcumina”, inhibe significativamente el dafio
hepatico agudo en un modelo inducido con CCl, en ratas
albinas. El CCl, produce estrés oxidativo a nivel hepdtico,
principalmente por la formacién del radical triclorometilo
- CdCl, 23 que se une a otras macromoléculas, las cuales
son capaces de inducir peroxidacion lipidica y causar
dafio celular @, esto se evidencid en el incremento en los
niveles de los marcadores bioquimicos hepatoespecificos
de las enzimas: ALT, AST y ALP. Estas enzimas citosdlicas
en altas concentraciones sirven como marcadores de
hepatotoxicidad #2,

En el caso de los grupos experimentales de C. longa 100 mg
y 200 mg/kg/dia, se observé una disminucion significativa

770 | REV PERU MED INTEGRATIVA.2017;2(3):765-72.

de la actividad enzimdtica de AST, ALT y ALP. Similares
resultados fueron encontrados en estudios previos donde
C. longa disminuye el aumento de las enzimas de AST, ALT
y APL en hepatotoxicidad inducida con CCI,*. Ademas,
los resultados obtenidos en la determinacion del efecto
antioxidante in vitro del extracto de C. longa, explicarian,
en parte, la efectividad hepatoprotectora del extracto
contra el estrés hepatico agudo causado por el CCl,, puesto
que, el poder reductor de un compuesto sirve como
potencial indicador de su capacidad antioxidante ©%. La
cuantificacion antioxidante del extracto total fue realizada
calculando el valor de IC,, donde se observé el poder
reductor del extracto, el cual fue similar al encontrado
en estudios previos®-3? usando extractos etandlicos y
acuosos de C. longa.

Dado que el higado es el principal 6rgano involucrado
en el metabolismo de nutrientes, farmacos y otros
xenobidticos potencialmente toxicos, que deben atravesarlo
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previamente; el nimero de sustancias ajenas al organismo
con actividad bioldgica capaces de inducir enfermedad
hepdtica es muy amplio, en la actualidad son mas de 1100
farmacos reportados”. En medicina, una reaccién adversa
medicamentosa hepatica se considera cuando se evidencia al
menos una de las siguientes alteraciones en los marcadores
bioquimicos hepatoespecificos: 1) aumento de ALT superior
a 2X el limite del valor normal; 2) aumento de la bilirrubina
directa sérica mas de 2X del limite del valor normal y 3)
aumento de la AST, ALP y la bilirrubina total, siempre y
cuando uno de ellos supere mas de 2X el limite del valor
normal @, En esta investigacion se logré que la AST y ALT
alcancen valores dos veces superior al limite normal, sin
embargo, la ALP no superd dicho limite, empero, mostré un
aumento importante. Se considera que el aumento de la ALT
es un indicador de una lesién hepdtica de tipo hepatocelular,
mientras que el aumento de la ALP indica una lesién de tipo
colestasis, en nuestro estudio se pudo evidenciar ambas,
por lo que nuestro modelo mostré una contundente lesion
hepética aguda de tipo mixta (hepatocelular y colestasis)®, la
cual fue controlada, en gran medida, por el extracto de C. longa.

El estudio histopatoldgico, el grupo control CCl, mostré un
incremento del flujo sanguineo y en la continuidad de la
membrana limitante en comparacién con el grupo control
normal. Este efecto es producido por el metabolismo del
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