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RESUMEN

El consumo de alcohol provoca la enfermedad alcoholica hepatica la cual engloba a una serie de
patologias iniciando con una infiltracién grasa, posterior inflamacién hepatica, fibrosis, cirrosis
y eventual carcinoma hepatocelular. La prevalencia de estos cambios genera gastos en el
sistema salud y malestar en el paciente. Se estudi la histologia de la regeneracion hepatica de
ratas que consumieron alcohol cronicamente tratadas con infusion de flor de overo (Cordia
lutea). Ratas (Rattus norvegicus, cepa Sprague-Dawley) (n=18), pesando 192.6 +- 26.74g
fueron divididas en tres grupos (n=06) y tratadas durante 120 dias: Grupo I, consumié agua ad
libitum; Grupo II, consumié alcohol 4% v/v; Grupo I1I, consumi6 alcohol 4% v/v y 21 dias de
infusion de flor de overo. Los higados fueron perfundidos, fijados y cortes tefiidos con eosina-
hematoxilina. El consumo medio de alcohol de los grupos II y IIT fue estadisticamente similar
(p>0.05), media global = 3.14 +- 0.44 g/kg/dia. La degeneracién hepatica grasa fue
estadisticamente mayor (p<0.05) en el grupo II que en los grupos 1y III donde esta fue similar
(p>0.05). El consumo medio de flor de overo fue 222.14 +- 20.4 mg/kg/dia. El consumo de
infusién de flor de overo regeneré el higado graso de ratas que consumieron alcohol

cronicamente.

ABSTRACT

Alcohol consumption causes the alcoholic liver disease which includes a serie of pathologies
starting with a fatty infiltration, later hepatic inflammation, fibrosis, cirthosis and eventual
hepatocellular carcinoma. The prevalence of these changes generates expenses in the health
system and discomfort for the patient. It was studied the histology of the hepatic regeneration in
rats which consumed alcohol chronically treated with “overo” flower (Cordia lutea) infusion.
Rats (Rattus norvegicus, strain Sprague-Dawley) (n=18), weighting 192.6 +- 26.74g were
divided in three groups (n=06) and treated for 120'days: Group 1, consumed water ad libitum;
Group II, consumed alcohol 4% v/v; Group III, consumed alcohol 4% v/v and 21 days of
“overo” flower infusion. The livers were perfused, fixed, and cuts were eosine-hematoxiline
stained. The average alcohol consumption of groups II and III was statistically similar (p>0.05),
global mean = 3.14 +- 0.44 g/kg/day. The hepatic fatty degeneration was statistically higher
(p<0.05) in group II than in groups I and IIT were it was similar (p>0.05). The average “overo”
flower consumption was 222.14 +- 20.4 mg/kg/day. The consumption of “overo” flower

infusion regenerated the fatty liver of rats which consumed alcohol chronically.



ABREVIATURAS

ADH.- Alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) es una enzima descubierta a mediados de los afios
1960. Las alcohol deshidrogenasas son un grupo de siete enzimas que estan frecuentemente
presentes en muchos organismos y facilitan la interconversion entre alcoholes y aldehidos o
cetonas con la reduccion de NAD+ a NADH.

NAD/NADH.- El dinucleétido de nicotinamida y adenina, més conocido como nicotinamida
adenina dinucledtido (abreviado NAD+ en su forma oxidada y NADH en su forma reducida), es
una coenzima encontrada en células vivas y compuesta por un dinucledtido, ya que esta formada
por dos nucledtidos unidos a través de sus grupos fosfatos, siendo uno de ellos una base de
adenina y el otro de vitamina B3. Su funcidn principal es el intercambio de electrones e
hidrogeniones en la produccion de energia de todas las células.

CYP450.- El citocromo P450 (abreviado CYP en inglés, o CIP en espafiol, o simplemente
P450) es una enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas encontradas en bacterias, archaea
y eucariotas. Las proteinas del citocromo P450 usan un amplio rango de compuestos exdgenos y
endégenos como sustratos de sus reacciones enzimaticas.

CYP2EL1.- El citocromo P450 2E1 (EC 1.14.14.1) es una enzima involucrada en el metabolismo
oxidativo de un pequefio rango de sustratos (la mayoria moléculas polares pequefias) entre ellos

el alcohol, se sabe que existen muchas interacciones medicamentosas importantes mediadas por
el CYP2EL.

ROS.- Las especies reactivas del oxigeno (ROS por reactive oxygen species) incluyen iones de
oxigeno, radicales libres y peroxidos tanto inorgdnicos como organicos. Son generalmente
moléculas muy pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de
valencia no apareada. Su incremento lleva en una situacién conocida como estrés oxidativo.

LPS.- Los lipopolisacaridos, también llamados endotoxinas, son polimeros complejos con
restos de acidos grasos como parte lipofila y cadenas caracteristicas de oligosacaridos y
polisacaridos, que forman la parte mayoritaria de la capa externa de la membrana externa de
bacterias Gram negativas.

HSC.- Las células de Ito, también llamadas células estrelladas hepaticas (Hepatic Stellate Cells
en inglés), o lipocitos hepaticos. Tienen en su citoplasma gotas de vitamina A, a lo cual se le ha
afiadido la funcion de células de almacenamiento de Vitamina A, ofra funcién que poseen estas
células es la produccion de matriz extracelular y colageno.

NADPH.- La nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (abreviada NADP+ en su forma
oxidada y NADPH+ en su forma reducida) es una coenzima que interviene en numerosas vias
anabdlicas. Su estructura quimica contiene la vitamina B3 y es ademas andlogo de la
nicotinamida adenina dinucleétido NADH-+H+; NAD+ en su forma oxidada).

GPT.- La alanina aminotransferasa (ALT) (EC 2.6.1.2), anteriormente conocida como
transaminasa glutamico-pir@ivica, es una enzima aminotransferasa con gran concentracién en el
higado y en menor medida en los rifiones, corazén y miisculos. Cuando hay una lesion de estos
organos la ALT es liberada a la sangre y aparece elevada en los analisis.

GOT.- La aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1), antes conocida como transaminasa
glutamico-oxalacética (GOT) es una enzima aminotransferasa que se encuentra en varios tejidos
del organismo de los mamiferos, especialmente en el corazon, el higado y el tejido muscular. Se
encuentran cantidades elevadas de esta enzima en el suero en casos de infarto agudo de
miocardio, hepatopatia aguda, miopatias, por el empleo de determinados farmacos y en
cualquier enfermedad o trastorno en el cual resulten seriamente dafiadas las células.



ALP.- La fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) es una enzima hidrolasa responsable de eliminar
grupos de fosfatos de varios tipos de moléculas como nucledtidos, proteinas y alcaloides. El
proceso de eliminar el grupo fosfatico se denomina desfosforilacion. Como sugiere su nombre,
las fosfatasas alcalinas son mas efectivas en un entorno alcalino. Son enzimas que se encuentran
presentes en casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente alta en huesos, higado,
placenta, intestinos y rifién. Proceden de la ruptura normal de las células sanguineas y de otros
tejidos.

TBARS.- Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico son formados como un sub producto de la
peroxidacion lipidica los cuales pueden ser detectados mediantes en enssayo TBARS usando el
acido tiobarbitirico como reactivo.

GSH.- El glutatién es un tripéptido no proteinico constituido por 3 aminoacidos: cisteina,
glutamato y glicina. Es el principal antioxidante de las células, es ubicuo y ayuda a protegerlas
de las especies reactivas del oxigeno como los radicales libres y los perdxidos.

SOD.- La enzima superéxido dismutasa (SOD), antiguamente hemocupreina y eritrocupreina,
cataliza la dismutacion de superdxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno. Debido a esto es una
importante defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno.

CAT.- La catalasa es una catalaza perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas que
cataliza la descomposicion del peréxido de hidrogeno (H202) en oxigeno y agua. Esta enzima
utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso.

LCS50.- En toxicologia, se denomina DL50 (Lethal concentration en inglés) a la dosis de una
sustancia o radiacion que resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de prueba.
Los valores de la DL50 son usados con frecuencia como un indicador general de la toxicidad
aguda de una sustancia. De esta forma puede extrapolarse a los seres humanos.

ANAVA.- El analisis de la varianza es una coleccion de modelos estadisticos y sus
procedimientos asociados, en el cual la varianza estd particionada en. ciertos componentes
debidos a diferentes variables explicativas.

AD LIBITUM.- Expresion del latin que significa literalmente «a placer, a voluntad».
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RESUMEN

El consumo de alcohol provoca la enfermedad alcoholica hepatica la cual engloba a una serie de
patologias iniciando con una infiltracién grasa, posterior inflamacion hepatica, fibrosis, cirrosis
y eventual carcinoma hepatocelular. La prevalencia de estos cambios genera gasfos en el
sistema salud y malestar en el paciente. Se estudié la histologia de la regeneracion hepatica de
ratas que consumieron alcohol cronicamente tratadas con infusién de flor de overo (Cordia
lutea). Ratas (Rattus norvegicus, cepa Sprague-Dawley) (n=18), pesando 192.6 +- 26.74g
fueron divididas en tres grupos (n=06) y tratadas durante 120 dias: Grupo I, consumi6 agua ad
libitum; Grupo II, consumid alcolhol 4% v/v; Grupo III, consumi6 alcohol 4% v/v y 21 dias de
infusién de flor de overo. Los higados fueron perfundidos, fijados y cortes tefiidos con eosina-
hematoxilina. El consumo medio de alcohol de los grupos II y III fue estadisticamente similar
(p>0.05), media global = 3.14 +- 0.44 g/kg/dia. La degeneracion hepatica grasa fue
estadisticamente mayor (p<0.05) en el grupo II que en los grupos I y III donde esta fue similar
(p>0.05). El consumo medio de flor de overo fue 222.14 +- 20.4 mg/kg/dia. El consumo de
infusién de flor de overo regeneré el higado graso de ratas que consumieron alcohol

cronicamente.

ABSTRACT

Alcohol consumption causes the alcoholic liver disease which includes a serie of pathologies
starting with a fatty infiltration, later hepatic inflammation, fibrosis, cirrhosis and eventual
hepatocellular carcinoma. The prevalence of these changes generates expenses in the health
system and discomfort for the patient. It was studied the histology of the hepatic regeneration in
rats which consumed alcohol .chronically treated with “overo” flower (Cordia lutea) infusion.
Rats (Rattus norvegicus, strain Sprague-Dawley) (n=18), weighting 192.6 +- 26.74g were
divided in three groups (n=06) and treated for 120 days: Group I, consumed water ad libitum;
Group II, consumed alcohol 4% v/v; Group III, consumed alcohol 4% v/v and 21 days of
“overo” flower infusion. The livers were perfused, fixed, and cuts were eosine-hematoxiline
stained. The average alcohol consumption of groups II and III was statistically similar (p>0.05),
global mean = 3.14 +- 0.44 g/kg/day. The hepatic fatty degeneration was statistically higher
(p<0.05) in group II than in groups I and III were it was similar (p>0.05). The average “overo”
flower consumption was 222.14 +- 20.4 mg/kg/day. The consumption of “overo” flower

infusion regenerated the fatty liver of rats which consumed alcohol chronically.



ABREVIATURAS

ADH.- Alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) es una enzima descubierta a mediados de los afios
1960. Las alcohol deshidrogenasas son un grupo de siete enzimas que estan frecuentemente
presentes en muchos organismos y facilitan la interconversion entre alcoholes y aldehidos o
cetonas con la reduccion de NAD+ a NADH.

NAD/NADH.- El dinucledtido de nicotinamida y adenina, més conocido como nicotinamida
adenina dinucledtido (abreviado NAD+ en su forma oxidada y NADH en su forma reducida), es
una coenzima encontrada en células vivas y compuesta por un dinucleétido, ya que esta formada
por dos nucledtidos unidos a través de sus grupos fosfatos, siendo uno de ellos una base de
adenina y el otro de vitamina B3. Su funcién principal es el intercambio de electrones e
hidrogeniones en la produccion de energia de todas las células.

CYP450.- El citocromo P450 (abreviado CYP en inglés, o CIP en espaifiol, o simplemente
P450) es una enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas encontradas en bacterias, archaea
y eucariotas. Las proteinas del citocromo P450 usan un amplio rango de compuestos exdgenos y
enddgenos como sustratos de sus reacciones enzimaticas.

CYP2EL1.- El citocromo P450 2E1 (EC 1.14.14.1) es una enzima involucrada en el metabolismo
oxidativo de un pequefio rango de sustratos (la mayoria moléculas polares pequefias) entre ellos

el alcohol, se sabe que existen muchas interacciones medicamentosas importantes mediadas por
el CYP2EL.

ROS.- Las especies reactivas del oxigeno (ROS por reactive oxygen species) incluyen iones de
oxigeno, radicales libres y peréxidos tanto inorgamicos como organicos. Son generalmente
moléculas muy pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de
valencia no apareada. Su incremento lleva en una situacion conocida como estrés oxidativo.

LPS.- Los lipopolisacéridos, también llamados endotoxinas, son polimeros complejos con
restos de éacidos grasos como parte lipéfila y cadenas caracteristicas de oligosacaridos y
polisacaridos, que forman la parte mayoritaria de la capa externa de la membrana externa de
bacterias Gram negativas.

HSC.- Las células de Ito, también llamadas células estrelladas hepaticas (Hepatic Stellate Cells
en inglés), o lipocitos hepaticos. Tienen en su citoplasma gotas de vitamina A, a lo cual se le ha
afiadido la funcion de células de almacenamiento de Vitamina A, otra funcion que poseen estas
células es la produccion de matriz extracelular y colageno.

NADPH.- La nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (abreviada NADP+ en su forma
oxidada y NADPH+ en su forma reducida) es una coenzima que interviene en numerosas vias
anabdlicas. Su estructura quimica contiene la vitamina B3 y es ademds analogo de la
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH-+H+; NAD+ en su forma oxidada).

GPT.- La alanina aminotransferasa (ALT) (EC 2.6.1.2), anteriormente conocida como
transaminasa glutamico-pirdivica, es una enzima aminotransferasa con gran concentracion en el
higado y en menor medida en los rifiones, corazén y masculos. Cuando hay una lesion de estos
organos la ALT es liberada a la sangre y aparece elevada en los analisis.

GOT.- La aspartato aminotransferasa (EC 2.6.1.1), antes conocida como transaminasa
glutdmico-oxalacética (GOT) es una enzima aminotransferasa que se encuentra en varios tejidos
del organismo de los mamiferos, especialmente en el corazdn, el higado y el tejido muscular. Se
encuentran cantidades elevadas de esta enzima en el suero en casos de infarto agudo de
miocardio, hepatopatia aguda, miopatias, por el empleo de determinados farmacos y en
cualquier enfermedad o trastorno en el cual resulten seriamente dailadas las células.



ALP.- La fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) es una enzima hidrolasa responsable de eliminar
grupos de fosfatos de varios tipos de moléculas como nucledtidos, proteinas y alcaloides. El
proceso de eliminar el grupo fosfatico se denomina desfosforilacion. Como sugiere su nombre,
las fosfatasas alcalinas son mas efectivas en un entorno alcalino. Son enzimas que se encuentran
presentes en casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente alta en huesos, higado,
placenta, intestinos y rifion. Proceden de la ruptura normal de las células sanguineas y de otros
tejidos.

TBARS.- Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico son formados como un sub producto de la
peroxidacion lipidica los cuales pueden ser detectados mediantes en enssayo TBARS usando el
acido tiobarbitarico como reactivo. :

GSH.- El glutation es un tripéptido no proteinico constituido por 3 aminoacidos: cisteina,
glutamato y glicina. Es el principal antioxidante de las células, es ubicuo y ayuda a protegerlas
de las especies reactivas del oxigeno como los radicales libres y los peroxidos.

SOD.- La enzima superoxido dismutasa (SOD), antiguamente hemocupreina y eritrocupreina,
cataliza la dismutacion de superéxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno. Debido a esto es una
importante defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno.

CAT.- La catalasa es una catalaza perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas que
cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno (H202) en oxigeno y agua. Esta enzima
utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso.

LC50.~ En toxicologia, se denomina DL50 (Lethal concentration en inglés) a la dosis de una
sustancia o radiacion que resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de prueba.
Los valores de la DL50 son usados con frecuencia como un indicador general de la toxicidad
aguda de una sustancia. De esta forma puede extrapolarse a los seres humanos.

ANAVA.- El anilisis de la varianza es una coleccion de modelos estadisticos y sus
procedimientos asociados, en el cual la varianza estd particionada en ciertos componentes
debidos a diferentes variables explicativas.

AD LIBITUM.- Expresion del latin que significa literalmente «a placer, a voluntad».



l INTRODUCION

EL higado es uno de los érganos mas largos del cuerpo y esta involucrado en
varias actividades fisiologicas, entre las se pueden citar al procesamiento de .
nutrientes de la dieta, fagocitar materia particular en la circulacién porta, sintesis
de proteinas séricas, biotransformacion de metabolitos circulantes, la
detoxificacion y excreciéon de residuos endogenos y polutantes xenobidticos en la
bilis y regulacion inmunolégica. "

Una de las sustancias que afecta al higado es el alcohol, provocando la
enfermedad alcohdlica hepatica. La enfermedad alcohdlica hepatica es un
proceso complejo que incluye un espectro amplio de lesiones, desde higado graso
conocido como esteatosis hasta cirrosis, siendo la hepatitis alcohdlica la ‘mas
sevéra de las lesiones. El tratamiento que actualmente se aplica se basa en la
abstinencia de bebidas alcohdlicas y una breve exposicién a corticosteroides. Sin
embargo, a nivel clinico se conoce que una vez establecido el higado graso este
permanece hasta la muerte del individuo o bien en el peor de los casos progresa
hasta cirrosis, por lo que se hace necesario investigar para mejorar el tratamiento.

Desde el punto de vista clinico, El etanol es la sustancia hepatotoxica mas
estudiada debido a su utilizacion de manera exagerada por el ser humano y al
impacto de su consumo en la incidencia de enfermedad hepatica. El metabolismo
del etanol comienza en la mucosa gastrica, pero es el higado el érgano que se
encarQa principalmente de su metabolismo y eliminacion, siendo este el mas
afectado por los residuos toxicos. A pesar de que las influencias genétiéas,
inmunolégicas y nutricionales juegan un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad hepatica alcohodlica, se asume que el etanol es hepatotdxico per se,
(Cascales etal.,, 2009). ,

Estudios realizados en Estados Unidos y Europa demuestran que la ingesta
cronica de alcohol con consecuente dafo de higado, es una de las mayores



causas de mortalidad. En Per( el consumo de alcohol es un factor de riesgo para
la salud y muerte prematura. Estudios realizados en los Gltimos afios démuestran
que el 83% de la poblacion consume bebidas alcohdlicas; el 53.5% de los
escolares de nivel secundario ha consumido alguna bebida alcohdlica en su vida y
el 27.4% durante el dltimo mes (DEVIDA 2008). Del total de los bebedores
alcoholicos el 80% desarrolla esteatosis, el 10-35% hepatitis y aproximadamente
un 10% cirrosis hepatica (Adachi & Brenner 2005). _

La informacién etnobotanica sobre el uso de plantas medicinales, en el pais
es abundante, son numerosas las especies pertenecientes a varias familias
botanicas, las que tienen importancia medicinal. De manera especialmente en la
. regiébn Lambayeque, la especie Cordia lutea Lam., mas conocida comﬂnmehte
como “Overo” es utilizada para tratar afecciones hepaticas. El tratamiento
tradicional se basa en la ingesta de infusion de flores de Cordia lutea. Esta planta
se encuentra formando parte de la vegetacion del bosque xerofitico de la costa
norte del Pert.

El consumo de infusiones de la flor de “overo”, ha ido en.aumento en los
dltimos afios, a medida que se ha ido incrementando las afecciones hepaticas,
hecho que es corroborado con el interés que existe actualmente por parte de las
comunidades campesinas, al propagar masivamente esta planta en suelos no
aptos para la agricultura. El presente trabajo brindara un aporte' y soporte -
cientifico al uso tradicional de la flor de “overo”, en el tratamiento de afecciones
hepaticas.



. OBJETIVOS
Principal
e Realizar el analisis histolégico del efecto regenerador de la infusién de
“overo” (Cordia lutea) en el higado graso de ratas consumiendo alcohol

croénicamente.

Secundarios
¢ Medir el consumo de alcohol de los grupos tratados
¢ Medir el consumo de infusion de flor de overo del grupo tratado
e Observar el comportamiento de las unidades experimentales a lo largo del

experimento.



lll. ANTECEDENTES
a) Referente a higado graso

La fisiopatologia de las enfermedades hepaticas causadas por la ingesta de
alcohol se inicia cuando el alcohol llega al higado, en el hepatocito el etanol es
metabolizado por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) hasta acetaldehido. La
catalisis enzimética_ de acetaldehido hasta acetato aumenta la proporcién
NADH/NAD* dirigiendo el metabolismo a lipogénesis (Bruha el al., 2012;
Kaﬁhikeyan et al, (In Press)). Cuando el consumo es crénico se activa el sistema
microsémico de oxidacion en el reticulo endoplasmatico por la enzima citocromo
P450 especificamente la CYP2E1, que también produce acetaldehido, tanto en
hepatocitos como en células de kupffer (Cascales et al, 2009). CYP2E1 produce la
mayor cantidad de radicales libres (ROS), (Koop D., 2006). Estos radicales libres
son responsables de la dlsmlnucmn del glutatién, dafio a estructuras sub-
celulares, ADN, y Ia peroxndaCIon I|p|d|ca conduciendo a la muerte celular.
Ademas de activar la respuesta de las proteinas desplegadas inducida también
por la acumulacidbn de aductos de acetaldehido-proteinas, (Ji, 2011,
Tsedensodnom et al, 2013). Los aductos de acetaldehido y la transiocacion del
lipopolisacarido (LPS) desde el intestino genera una respuesta inmune y
consecuente inflamacion, y dafio hepatico, (Pinzone, et al., 2012; Fooladi., et al.,
2013). La fibrosis se presenta cuando las células estelares del higado (HSC) son
activadas por aductos de acetaldehido, ROS, y citoquinas de la respuesta inmune,
(Osman et al, 2013). En algunos casos el higado degenefa a cirrosis que es la
muerte generalizada de hepatocitos. El cancer hepatocelular se observa
eventualmente. Ei metabolismo del alcohol y su consecuente dafio hepatico han
sido compilados por Louvet & Mathurin (2015).

El higado graso alcohdlico tiene tres categorias de ‘cambios histopatoldgicos:
Esteatosis, esteatohepatitis, y esteatofibrosis. Los cuales podrian coexistir en un
solo paciente, (EASL, 2012). Todos los cambios inician y usualmente son mas



prominentes en la region centrolobulillar del Iébulo hepatico. Los hepatocitos
centrolobulillares estadn preparados enzimaticamente para metabolizar aicohol.
Tales vias metabdlicas producen la acumulacion de é&cidos grasos en los
hepatocitos esteatoticos y crean los metabolitos toxicos que causan inflamacion,
dafo al\ hepatocito y fibrosis, (Theise, 2013).

El estudio, diagnéstico y progreso del dafio hepatico o su recuperacién después
de un tratamiento, se realiza midiendo los niveles de las enzimas transaminasas,
aunque con el avance de la gendmica y protebmica emergen nuevos
biomarcadores (Amacher 2002, Fermnandez, et al, 2008; Poynard, et al, 2010;
Koutsogiannis, et al, 2010; Aithal, et al, 2012).' Para la clinica el estado real del
higado es analizado por biopsia (Brunt & Tiniakos 2010, Marra & Lotersztajn
2013).

Cuando un agente dafia células o tejidos, el organismo responde activando una
serié de eventos que sirven para eliminar estos agentes, contener el dafo, y
preparar a las células sobrevivientes para replicacion. Los eventos conllevan a dos
tipos de procesos: Regeneracion, cuando se restituye la pérdida de tejidos; y
sanacion (reparacién), cuando se reparan las estructuras originales pero también
involucra la deposicion de colageno y la formacion de cicatrices, (Kumar, et al.,
2005). Debido a que el higado funciona como primera barrera ante diversas
sustancias toxicas, este cuenta con un potencial extremadamente alto para
regenerar, (ltoh & Miya}ima, 2014), (Miyaoka & Miyajima, 2013); la cual es
considerada Unica ya que este es capaz de modular su masa de acuerdo a los
requerimientos funcionales proliferando 0 sometiéndose a apoptosis segun sea el
caso, (Su, et al, 2002). El término regeneracion hepatica es usado también
refiriéndose a la capacidad que tiene el higado de recuperar su tamafio después
de una hepatectomia parcial. Sin embargo, el término “hiperplasia compensatoria”
seria mas preciso ya que el higado no recupera los lébulos perdidos sino que el
remanente tisular hepatico incrementa su masa; distinto a cuando el higado es
severamente dafiado, sin proliferacién hepatocitica y donde se asume que las



células progenitoras/madre del higado contribuyen a la regeneracion, (Miyaoka &
Miyajima, 2013). Para propésitos del trabajo el término regeneracion es utilizado
en referencia a la recuperacion de estructura celular y tisular del higado graso
causado por el consumo crénico de alcohol

b) Referente al tratamiento del higado graso

Para el tratamiento, recuperacién o regeneracion del higado se utilizan farmacos
(Bouneva, et al, 2003; EASL 2012), dietas especificas (Nobili, et al., 2011; Devore,
et al, 2013) y la medicina tradicional (Bussmann & Glenn, 2010, 2010a); sin
embargo no se logra recuperér el higado completamente, tal vez por la
complejidad de reacciones que realiza. En ultimos reportes se observd reportan
una mortalidad de 30 - 40% 6 meses después del tratamiento con coticosteroides
para inflamacién hepatica, (Louvet & Mathurin, 2015).

Lukivskaya, et al, (2013) estudian el efecto reverso del consumo de aceite de
borraja en el higado graso inducido por etanol. Reportando que el consumo de
este aceite disminuyd la quimioluminiscencia inducida por NADPH y el contenido
de productos de peroxidacion de lipidos. El aceite de borraja normalizd el
contenido de CYP450 comparado con el del grupo tratado con etanol, enfatizando
que este efecto antioxidante seria la forma de normalizacion de la actividad
hepatica en el higado graso. '

En estudios realizados sobre el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de
hojas de Moringa oleifera Familia Moringaceae (6g/kg) en hepatoxicidad aguda
inducida por la administracion intragastrica de alcohol (25%) (5g/kg) durante 03
dias en ratas y seguido de un tratamiento de 03 dias con esta planta; evaluando
las enzimas GPT/ GOT y ALP, marcador de peroxidacion lipidica mediante el
ensayo TBARS y la concentracion de vitamina C en su suero, se observd una



disminucién significativa de TBARS y no disminucién de vitamina C en suero en el
grupo tratado (Nadro, et al., 2006).

Por otro lado Singanan et al., (2007) probaron el efecto de la administracion
intfragastrica de hojas trituradas y suspendidas en solucién salina de 'Aegle
marmelos Familia Rutaceae (1g/kg) en ratas. Durante 40 dias se administrd
alcohol (1ml, 30%) en las tardes a estos animales, seguido del tratamiento en
mafiana y tarde durante 21 dias. En este caso los marcadores de funcionalidad
hepética estudiados (TBARS, GSH, SOD y CAT) mostraron un efecto protector del
extracto. De igual manera utilizando extracto acuoso de a raiz de Platycodon
grandiflorum Familia Campanulaceae para observar el efecto hepatoprotector de
las saponinas en ratas. Se administré el equivalente calérico de los carbohidratos
utilizados en la dieta de las ratas control bajo la forma de alcohol durante 02
semanas y seguido de 02 semanas de tratamiento con el extracto en 0.5, 1.0, o
2.0 mg /kg/dia. Se observo la disminucién de triglicéridos hepaticos y la reduccion
de la expresion del citocromo CYP2E1 en el grupo tratamiento, concluyéndose
que el extracto es un agente prometedor para el tratamiento de la enfermedad
- alcohdlica grasa, (Khanal, et al., 2009). Otra especie vegetal donde se ha
estudiado el efecto hepatoprotector del extracto metilico de hojas es Tecomella
undulata Familia Bignoniaceae. Las ratas fueron sometidas a una administracion
oral de alcohol (30%) (1.5g/rata) durante 15 dias y seguido de 15 dias de
tratamiento con 100, 200 mg/kg/dia de extracto. No se observé necrosis
centrolobular ni vacuolizacion en los grupos tratados, (Singh & Gupta, 2011).

El “overo”, Cordia lutea Lamarck perteneciente a la Familia Boraginaceae es un
arbusto perenne de hojas simples y escabrosas, flores amarillas y frutos oblongos
blanco-opacos, se multiplica por semilla y por estacas, (Liatas S., 2005); Originaria
de América tropical, se encuentra en la costa norte en los valles interandinos
calurosos y en la selva entre los 0 y 1500 msnm, crece en lugares xerofilos como
componente del bosque seco, pero se adapta bien a lugares himedos, (Vasquez,
et al.,, 2010). Tradicionalmente las flores (Corola, aparato reproductor) son
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utilizadas en infusiones contra afecciones del Higado, (Saavedra, 1995; Monigatti,
et al.,, 2013), hepatitis, (Bussmann & Glenn, 2010; Rodriguez, 2012), como
hepatoprotector, (Vasquez, et al., 2010).

Se reportan diferentes concentraciones en su preparacion; asi tenemos que una
cucharada de flores trituradas en‘ un litro de agua 4 veces al dia, (Bussmann &
Glenn, 2010), 5g de flores por litro como agua de tiempo, (Rodriguez, Q., 2012), y
30g de flores por litro tres veces al dia, (Vasquez, et al., 2010). EIl consumo de su
flor para afecciones hepaticas en humanos ha ido en aumento debido al interés en
alternativas de medicina natural por parte de pacientes con afecciones hepaticas.
 Aunque no se reportan dosis téxicas en humanos, Bussmann, et al., (2011)
clasificaron al extracto acuoso como de toxicidad media (LC50= 462 ug/ml) y al
. alcohdlico de toxicidad alta (LC50= 108 ug/ml) basados en ensayos eh Artemia
salina.



IV. MATERIALES Y METODOS
1. Lugar de Ejecucién
El trabajo fue realizado en el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo™-
Lambayeque. La histologia fue realizada en Laboratorio de Histologia del
Hospital Nacional “Almanzor Aguinaga Asenjo.”

2. Material vegetal
El material vegetal estuvo constituido por flores de “Overo” Cordia lutea,

v

adquiridas en el mercado local (Fig. 01).

Figura 01: Flor de “Overo” Cordia lutea Lam. Familia Boraginaceae



3. Animales de experimentacién 4
Fueron utilizadas ratas albinas de la cepa Sprague-Dawley. Estas fueron
obtenidas de un proveedor local al momento del destete y Alimentadas ad
libitum con purina (alimento balanceado), agua y dosis regulares de
suplementos vita‘minico, mineral diluidos, y desparasitantes hasta finalizado
el experimento. Las ratas fueron criadas en un ambiente cerrado,
separadas individualmente en compartimientos de acrilico de 25x25x30 cm, -
ciclo dia/noche de 12/12h, la temperatura fue medida diariamente con

termoémetro ambiental.

4. Otros materiales
Entre los materiales utilizados para el experimento figuran el Etanol
comercial (96%); suplementos vitaminicos - minerales: Suspensién oral ‘
Hematec, polvo soluble CHEMI STRESS RC; desparasitantes:
Invermectina, Promectine. Pentobarbital sédico. “

5. Metodologia

5.1.Preparacién de la infusion de flor de “Overo”
En el laboratorio fueron seleccionadas las flores de “overo” en las mejores
~ condiciones sanitafias y almacenadas para posterior uso. Un total de 06
flores completas excepto el caliz (600 mg) fueron colocadas en 250 ml de
agua corriente a 100 °C, la infusién se la dej6 enfriar y reposar a
temperatura ambiente por 12h y luego servida a las unidades de analisis del
grupo correspondiente. EI consumo diario fue registrado en mililitros. Para

calcular el consumo en mg/kg/dia se utilizé la formula 01:

(01). X =Y (2.4) (1000/P)

Donde: X, es el consumo de flor de overo en mg/kg/dia; Y, es el consumo
diario de la infusion en mililitros; 2.4, calculado de 600mg/250ml; y P es el
peso de la unidad experimental.
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5.2. Preparacion de la solucién de alcohol etilico
Fue preparada una dilucion de etanol al 4% (v/v) y se administr6 a cada uno
de los grupos experimentales correspondientes. El consumo diario fue
registrado en mililitros. Para calcular el consumo en g/kg/dia se utilizé la
formula 02:

(02). X =Y (0.034) (1000/P)

Donde: X, es el consumo de alcohol en g/kg]dia; Y, es el consumo de la
dilucién 4% diario en mililitros; 0.034, la concentracion de alcohol en gramos
por 100ml agua; P, Peso de cada unidad experimental.

Para propésitos comparativos en cuanto a volumen de liquido ingerido se
utilizé la misma férmula con los datos del consumo de agua del grupo
control. Estos valores fueron incluidos en el andlisis de varianza
correspondiente (ANAVA). '

5.3.Tratamiento experimental
Las ratas, Raffus norvegicus, cepa Sprague-Dawley (n=18) con un peso
medio 192 gramos y 100 dias de vida se distribuyeron aleatoriamente en
_tres grupos para el trabajo experimental.

Grupo I: consumié agua ad libitum

Grupo ll: consumié agua ad /ibitum conteniendo alcohol al 4% durante 120
dias (el primer dia fue al 1%, al siguiente dia 2%, sucesivamente hasta
alcanzar el 4%). 1
Grupo lI: consumié agua ad libitum conteniendo alcohol al 4% durante 120
dias (el primer dia fue al 1%, al siguiente dia 2%; sucesivamente hasta

alcanzar el 4%), luego tomaron infusidn de flor de “overo” por 21 dias.

Los animales fueron observados al menos dos veces durante el dia, y
durante 02 horas en cada observacién. Fueron regisirados durante el
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experimento: Temperatura del ambiente, peso, consumo de alcohol (Gil y
Glil), agua (GI); consumo de infusién de flor de overo (Glil).

Finalizado el experimento las ratas fueron anestesiadas con Pentobarbital
sodico (40mg/kg), disectadas y el higado perfundido segin Gage, et al.,
(2012), con la diferencia de que la solucién de perfusion se inyecto a través
de la vena cava superior y no de la vena porta, de este modo la sangre del
higado salia a través de la vena cava inferior y la vena porta. Los higados

. perfundidos fueron escindidos de la cavidad toracica y almacenados en
formalina baferada (5%).

5.4. Histologia

Los higados perfundidos fueron llevados al Laboratorio de Histoldgia del
Hospital Nacional Almanzor Aguinaga Asenjo en donde se realizaron cortes
.de 03 um (micrétomo Leica Rm2055). Los cortes fueron tefiidos con eosina-

hematoxilina. Las muestras fueron observadas a 40, 100, y 400x, las
imagenes fueron registradas con una camara SONY DSC-W710. Al menos
03 campos por muestra fueron utilizados para' calcular el porcentaje
promedio de higado graso (400x) de cada unidad experimental, para ello se
estimd la poblacién nuclear siguiendo el protocolo de Abercrombie, (1946).

La severidad del higado graso fue clasificado en 04 grados, (Nanji, et al.,

2003; Zhang, et al., 2013). G1, < 25%; G2, 26-50%; G3, 51-75%; G4, >75%

de nucleos con citoplasma con infiltracion grasa vacuolizada.
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5.5. Anélisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS 19: Estadistica
descriptiva para la variable temperatura ambiente; para las variables con
mediciones repetidas segdn Sullivan, 2008: ANAVA mixta (01 factor intra y
01 factor inter-sujetos) de medidas repetidas para el peso, consumo de
alcohol (Gll y Glll) y agua (Gl); ANAVA de un factor intra sujetos con
medidas repetidas para el consumo de infusién de flor de “overo” (Gll); y
ANAVA de un factor inter-sujetos para el porcentaje promedio de higado
graso. El nivel de significancia fue 0.05 y se considero significativo cuando p
< 0.05.
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V. RESULTADOS
1. Temperatura

La temperatura media ambiental donde se realiz6 el ekperimento fue de 20.95 +-
0.3°C.

2. Peso de las unidades experimentales

La ANAVA mixta de medidas repetidas determind que no existid variacién
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales (F= 0.016, p=0.984)
con respecto al peso durante las 16 semanas, igualmente no hubo diferencias
significativas con la correccién Greenhouse-Geisser entre los grupos a traves de
los tiempos (F= 0.265, p =0.908). Sin embargo los pesos medios dentro de los
grupos experimentales con la correccion Greenhouse-Geisser vario
significativamente (F= 99.12, p<0.05) a través del tiempo como se puede observar
en la Tabla 01. En la figura 02 se puede apreciar la variacion a través del tiempo
del peso promedio dentro de los grupos experimentales ademas de una tendencia
similar entre estos.

3. Consumo de Aicohol

La ANAVA mixta. de medidas repetidas determind que existe diferencia

‘estadisticamente 'signiﬁcativa entre el consumo de alcohol y agua de los grupos
correspondientes (F= 13.7, p< 0.05), por lo menos en uno de los tiempos dentro
- de.los grupos (F= 6.7, p< 0.05); asi mismo que hubo diferencias significativas
entre los grupos a través del tiempo que duré el experimento (F= 4.5, p< 0.05). El
~ factor de correccion utilizado fue Greenhouse-Geisser (Tabla 02).
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Tabla 01: ANOVA mixta con mediciones repetidas para diferencia en peso a través del tiempo.

Fuente de variacién Suma de cuadrados tipo Il Gl Media cuadrética F Sig.
Entre Grupos
Grupo 1066.878 2 533.439 .016 .984
Error 500586.038 15 33372.403
Dentro de Grupos
Tiempo* 182875.305 2.144 85293.754 99.126 | .000
Tiempo * Grupo 978.371 4.288 228.158 .265 .908
Error{Tiempo) 27673.251 32.161 860.461
*Tiempo= 16 semanas
300,00
Grupo
Experimental
»
280,00+ e
===~ Control
") ¥
o . - === Alcahol
£ IS et Y 2 =~ Alcohol_Overo
& 260,00 ./;—-'_/4,_,_ el .5<:
g ) /.‘,ﬁ"""
(] ./’;i/
o 240,00~ s
o She
o /
E o
8. 220,00+ W?"/
o o
s
200,00~ /;
o
+
180,00~
I I T i 1 l T T T T 1 T f i
2 3 4 5 8 7 g 9 10 11 12 13 14 15 18

Tiempo en semanas

Figura 02: Peso medio de GI (Control), Gl (Alcohol), y Glil (Alcohol_Overo) durante 16 semanas.
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El analisis post Hoc con la prueba de Games-Howell para varianzas
heterocedasticas determind que existe diferencia significativa entre el consumo de
agua del grupo control y el consumo de alcohol del grupo |l (p= 0.013), consumo
de agua del grupo control y consumo de alcohol del grupo Ilf (p= 0.001), sin
embargo no existid diferencia estadisticamente significativa entre el consumo
global de alcohol del grupo Il y Hll (p= 0.949) (Tabla 03).

En la figura 03 se muestran las lineas de interpolacién del consumo medio de
agua o alcohol en los grupos experimentales a través del tiempo. El consumo
medio de alcohol durante las 16 semanas fue 3.14 +- 0.44 g/kg/dia.

4. Consumo de Flor de ““overo””

El ANAVA de un factor para mediciones repetidas con la correcciéon Greenhouse-
Geisser demostrd que no existié diferencia estadisticamente significativa (F=2.92,
p=0.104) en el consumo de infusion de flor de “overo” durante los 21 dias (Tabla
04). En la figura 04 se observa la linea de interpolacién para el consumo medio de
infusion de flor de “overo”. El consumo medio total del grupo experimental 03 fue
de 222.14 +- 20.4 mg/kg/dia entendiéndose para este caso que los miligramos de
flor de “overo” corresponderian a la masa seca de la cual se hizo la infusién.
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Consumo Medio de alcohollagua en gikgi/dia

o

Tabla 02: Anova mixta de mediciones repetidas para la diferencia de consumo de alcohol (Gll, GIll) y

_agua (Gl) a través del tiempo en g/kg/dia.

Suma de cuadrados tipo

Origen i Gl Media cuadratica F Sig.
Grupo 45,844 2 22.922 13.703 .000
Error 25.091 15 1.673

Dentro de Grupos

Tiempo* 15.523 4.455 3.485 6.744 .000
Tiempo * Grupo 20.869 8.909 2.354 4.555 .000
Error(Tiempo) 34.524 66.821 517

*Tiempo= 16 semanas

Grupo_Experimental

~~«= Controt
=== Alcohol
=~ Alcohol_Overo

-
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w
E-N
th
o
~

T i i Ty T T 7 1 T T i T T
8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tiempo: Semana

Figura 03: Consumo medio de alcohol (Gll, Glil) y agua (Gl) en g/kg/dia durante 16 semanas.
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Tabla 03: Prucba de Games-Howell de Comparaciones muiltiples para la diferencia de consumo de alcohol (GII,
Alcohol; GIII, Alcohol Overo) vy agua (GI, Control)

Diferencia de

()Grupo_Experimental (J)Grupo_Experimental | medias {I-J) | Error tip. Sig.
Games-Howell Control Alcohol -,8153 .22087 .013
Alcohol_Overo -,8743°| 13993 .001
Alcohol Control ,8153" .22087 .013
Alcohol_Overo -.0580 .19023 .949
Alcohol_Overo Control 8743 13993 .001
Alcohol .0590 .19023 .949

Tabla 04: ANOVA de un factor para medidas repetidas para la diferencia de consumo de infusién de flor de
“avero” en mg/kg/dia a través de los 21 dias de tratamiento en el Grupo III

Fuente de Correccion Suma de cuadrados Media

Variacién tipo Nl gl cuadrética F Sig.
Tiempo Greenhouse- 49936.375] 1.891 26408.7411 2.928| .104

Geisser
Error(Tiempo) Greenhouse- 85281.717 | 9.455 9020.209
Geisser
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Figura 04: Consumo medio de flor de overo en infusién del Grupo |ll, en mg/kg/dia.
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5. Analisis Histolégico del Efecto Regenerador de la Infusion de fior de “Overo”

En el reconocimiento general de la estructura microscépica del higado de ratas del
grupo control se observaron el acino hepatico de rappaport, la vena central, el

espacio porta (triada portal), los sinuscides hepaticos, los hepatocitos y las células
kupffer (Fig. 05).

Figura 05: Estructura microscopica del
higado de rata. A (40x); Acino de
Rappaport, el area delimitada por dos
venas centrales (CV) y dos espacio
porta (EP), se sefialan las areas 1, 2, y
3, parénquima hepético (P); B (100x),
espacio porta o triada portal, rama de
vena porta (PV2), conducto biliar (CB),
y arteria hepatica (AH), vena porta
principal (PV1); C (400x), Hepatocito
(H) con membrana celular, nticleo y
nucleolo definidos, sinusoide hepatico
(S), y célula de kupffer (flecha).
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La histopatologia del grupo que consumié alcohol sin ser tratado mostré una
infiltracién grasa macrovesicular perivenosa que no superé el grado | de
severidad. Los grupos control y alcohol_overo presentaron infiltracidn grasa
relativamente menor con porcentajes de células vacuoladas menores a 5%. No se

observé en ninguno de los grupos infiltracion de macréfagos en la zona periportal.
(Fig. 06)

& EANS 2 ¥ N . T
Figura 06: Analisis histologico del efecto
del consumo de infusién de flor de overo
sobre el higado graso de ratas que
consumieron alcohol crénicamente. Gl,
Grupo control; Gll, Grupo alcohol; Gill,
Grupo alcohol_Overo; CV, vena central;
EP, espacio porta; P, Parénquima.

En cuanto al analisis estadistico del porcentaje de higado graso de las unidades
experimentales de cada grupo: El estadistico de Levene (EL=1.225, p= 0.321) no
fue significativo para la diferencia de varianzas de los grupos |, 1l, y lll. E} ANAVA
de un factor fue significativo para la diferencia de medias del porcentaje de higado
graso entre los grupos (F= 68.69, p< 0.05). Segun las comparaciones multiples del
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test de Tukey: Los porcentajes de higado graso de los grupos | (Control) y Ili
(Alcohol_Overo) son estadisticamente iguales (P= 0.411), mientras que el
porcentaje de higado graso del grupo Il (Alcohol) fue significativamente diferente
(p< 0.05) comparado con los grupos | y 1l (Tabla 05). En la figura 07 se muestra el
grafico de cajas para las medias de los grupos experimentales.

Tabla 05: ANOVA de un factor y prueba de Tukey para la diferencia de medias del porcentaje de higado graso
entre los grupos I (Control), II (Alcohol), y ITI (Alcohol Overo).

ANOVA
Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig. |
Inter- 296.494 2 148.247 68.696 | .000
| grupos
Intra- 32.370 15 2.158
| grupos
Total 328.864 17
PRUEBA DE TUKEY
Diferencia de - Error
(I) Grupo_Experimental | (J) Grupo_Experimental | medias (I-J) tipico Sig. |
HSD de Control Alcohol -9.1111 .8481 | .000
Tukey Alcohol_Overo ERTEL 8481 411
Alcohol Control 9.1111 .8481| .000
Alcohol_Overo 8.0000 .8481| .000
Alcohol_Overo Control 1.1111 84811 411
Alcohol -8.0000 .8481 | .000

6. Comportamiento de la unidades experimentales

El comportamiento de las ratas que consumieron alcohol de manera paulatina fue
cambiando, presentando poco movimiento, apatia, tendencia a dormir, falta de
acicalamiento y temblor en las patas anteriores. Siete dias después de iniciar el
tratamiento con la ingesta de la infusién de flor de “overo”, su comportamiento
cambio fue cambiando respecto al movimiento y acicalamiento. Sin embargo, el
temblor en las patas delanteras persistié adn después de los 21 dias de beber la
infusion.
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VI. DISCUSION |

Los resultados obtenidos muestran que la infusion de flor de “overo” regenerd el
higado graso de ratas que consumieron alcohol cronicamente, lo cual es
congruente con el uso tradicional para afecciones hepaticas reportado en la
literatura, (Llatas, 2005; Monigatti, et al., 2013; Bussmann & Glenn, 2010;
Rodriguez, 2012; Saavedra, 1995; Vasquez, et al., 2010). Sin embargo, la
degeneracion grasa en el grupo que consumié alcohol no supero el grado | (<
25%) no concordando con los resultados reportados Nanji, et al., (2003) y Zhang,
et al., (2013), en cuyos trabajos el grupo que consumié alcohol desarrollo higado
graso superior al grado Il y grado IV respectivamente. En el presente trabajo la
cantidad de alcohol por dia consumido y el estado nutricional de las ratas podrian
explicar la relativa baja degeneracion grasa.

El consumo medio total voluntario de alcohol fue de 3.14 g/kg/dia, mientras que
otros trabajos reportan cantidades de 5 (Nadro, et al.,2008), 8 a 16 (Nanji, et al.,
2003), 6 a 8 (Zhang, et al.,, 2013), y 10 a 12 (Ronis, et al., 2010) gramos de
alcohol/kg/dia, pero por via intragastrica evadiendo de esta manera la aversion
natural de las ratas hacia el alcohol (Brandon-Warner, et al., 2012; Haack, et al.,
2014). El consumo de alcohol puede considerarse relativamente bajo. '

En humanos alcohdlicos se han encontrado deficiencias vitaminicas
correlacionadas con la cantidad de alcohol consumido (Lieber, 2003; Griffith &
Schenker, et al., 2006), debido a esto las ratas fueron suplementadas con dosis
regulares ad libitum de vitaminas hidrosolubles, liposolubles, y minerales (Calcio,
sodio, potasio, magnesio, fosforo, y cobalto) con el propésito de que las ratas no
sufrieran deficiencias. Este consumo pudo haber evitado una degeneracién grasa
mayor. De lo anterior se puede inferir que las ratas no presentaron deficiencias
vitaminicas aln con el consumo de aicohol. Sin embargo, también se observé
temblor en las patas delanteras de estos animales lo cual esta relacionado con
deficiencia de vitaminas del complejo B (B1, B3, B6, y B12) producto del consumo
excesivo de alcohol (Ryle & Thomson, 1984; Spinneker et al, 2007); por otro lado,
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se conoce que la deficiencia de B6 provoca homocisteinuria la cual junto con la
deficiencia de la vitamina B12 estan relacionadas con el temblor en infantes,
(Crawford & Zimmerman, 2011). Dado que la concentracion de vitaminas séricas
y/o hepaticas no fueron medidas, y que no se descartd el temblor de las patas
delanteras como parte del sindrome de abstinencia, semejante a lo observado en
humanos (Drug and Alcohol Withdrawal Clinical Practice Guidelines — NSW,
2008.) no se puede aceptar o negar el efecto de esta dosis vitaminica sobre el
grado de degeneracién grasa en las ratas. En cualquier caso, la infusion de flor de
“overo” mejord el higado graso del grupo tratado.

No existié diferencia significativa en cuanto al consumo de infusién de flor de
“overo” (media total = 222.14 +- 20.4 mg/kg/dia). La aplicacion clinica mas proxima
seria calcular la dosis de un paciente con respecto a su peso. Sin embargo, si se
quiere llevar a la practica clinica mas investigaciones seran necesarias,
especialmente con respecto a la toxicidad de algunos metabolitos presentes en
extracto alcohdlico (Bussmann, et al., 2011).
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VIi. CONCLUSIONES

—

. El andlisis histologico permitié evidenciar la regeneracion hepética de ratas
que consumieron alcohol crénicamente tratadas con infusioén de flor de

“overo”.

2. No se encontraron diferencias significativas entre el consumo de alcohol de
los grupos H (Alcohol) y Il (Alcohol_Overo) cuya media total fue de 3.14
g/kg/dia.

3. El consumo medio total de infusidn de flor de “overo” fue de 222.14
mg/kg/dia.

4. Las ratas tratadas con infusion de flor de overo moaodificaron su
comportamiento respecto al movimiento y acicalamiento mas no en cuanto
el temblor de las patas delanteras.
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Vill. RECOMENDACIONES
- Realizar otros experimentos similares con ratas incrementando Ila
concentracion del alcohol, midiendo la concentracidn de vitaminas en el

higado y suero, y la concentracion de alcohol en la sangre.

- ldentificar el mecanismo de accion del efecto regenerador de la flor de

“overo”.

- Extraer, identificar, y experimentar la eficacia individual de metabolitos

secundarios presentes en la flor de “overo”.
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