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RESUMEN

La evaluacion toxicologica aguda del extracto etandlico de Passiflora ligularis y Passiflora
mixta en rattus norvegicus (Ratas Albinas). Es fue desarrollada en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo en el Laboratorio de Productos Naturales y Bioterio de la Facultad
de Ciencias, Riobamba, Ecuador. EI material bioldgico utilizado fueron ratas albinas de la

especie Rattus norvegicus adultas, 36 hembras en total y hojas de Passiflora ligularis y

Passiflora mixta. Las hojas de Passiflora ligularis y Passiflora mixta fueron recolectadas en el
canton Penipe provincia de Chimborazo, secadas a 38°C, pulverizadas y maceradas con etanol
al 85%, el producto de la maceracion se sonico, filtrd, concentrd y liofilizo, se conformaron
cuatro grupos experimentales de 6 ratas para cada uno, se designé un grupo control y un grupo
como blanco a las que se administrd propilenglicol al 15% por ser el vehiculo utilizado.
Posteriormente, se extrajo muestras de sangre a todos los animales de experimentacién para
evidenciar que los valores estan en el rango normal, Se administro los extractos etandlicos a una
dosis de 300 mg/kg a las primeras y de 2000 mg/kg, en una sola ocasion por via oral, se observo
su comportamiento durante 14 dias. Se hizo diariamente observaciones clinicas a los animales y
al final del experimento se realizd las determinaciones hematolégicas, de bioquimica clinica. Se
extrajeron cerebro corazon, rifién, higado y pulmén para su estudio histopatolégico. Se
evaluaron signos toxicos; antes y después del ensayo, se valoraron indicadores hematol6gicos
(glébulos rojos, globulos blancos y plaquetas) y bioquimica clinica (alanino amino transferasa
ALT o TGP, aspartato amino transferasa AST o TGO, bilirrubina, creatinina, urea). No se
observé mortalidad ni alteraciones clinicas o hematoldgicas que demuestren un efecto toxico
visible de los extractos Recomendamos a los investigadores continuar con el estudio de
toxicidad a nivel crénico y subcrénico para descartar la toxicidad a nivel hepatico de la dosis de
300mg/kg.

Palabras clave: <Passiflora mixta (TAXO)>,<Passiflora ligularis(GRANADILLA)>,

<SIGNOS  TOXICOS><Rattus  norvegicus (RATA  ALBINA)>, <ANALISIS
HISTOPATOLOGICO>,< HEMATOLOGIA>,< BIOQUIMICA CLINICA>.
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SUMARY

The acute toxicolgical evaluation of ethanolic extract of Passiflora ligularis and Passiflora mixta
on Rattus norvegicus (albine rats). It was held in the Laboratory of Natural Products and
Bioterio from of the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Riobamba, Ecuador. The
biological material used was grown-up albino rats of the species Rattus norvegicus, 36 female
rats in total; and leaves of Passiflora ligularis and Passiflora mixta. The leaves of Passiflora
ligularis and Passiflora mixta were collected in Penipe, Chimborazo province, dried-out at
38°C, pulvericed and macerated in ethanol at 85%. The product of the maceration was
sonicated, filtered out, concentrated and finally freeze-dried. Four experimental groups of 6
rats each were conformed; a control group and a target group were designed and, to which
were given propylene glycol at 15% because it was the vehicle that was used. Later, blood
samples were taken from the rats to show that the values were within the normal range. A
dose of 300 mg/kg of the freeze-dried ethanolic extract was given to the first group and 2000
mg/kg to the fourth group, on a single occasion orally; its behavior was monitored for 14 days.
Clinical observations were made daily and at the end of the investigation determinations of
hematological parameters and clinical biochemistry were performed. To carry out the
histopathological study, brain, heart, kidney, liver and lung were taken out. Toxic signs were
evaluated before and after the test, hematological indicators were valued (Red blood cells,
white blood cells and platelets) and clinical biochemistry (Alanine aminotransferase ALT,
aspartate aminotransferase AST, bilirubin, creatinine, urea). No mortality was observed nor
clinical or hematological alterations that show a possible toxic effect of the extracts. It is
recommended to continue with the toxicological study at chronic and sub chronic level to rule
out any kind of liver toxicity of the 300 mg/kg dose.

Key words: <Passiflora mixta (TAXQ)>,<Passiflora ligularis (PASSION FRUIT)>,<TOXIC SIGNS>,
<Rattus norvegicus (ALNINO RATS)>,<HISTOPATHOLOGICAL STUDY><HEMATOLOGY>,
<CLINICAL BIOCHEMESTRY>.
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INTRODUCCION

El género Passiflora comprende cerca de 500 especies que estan distribuidas en regiones calidas
y tropicales del Nuevo Mundo; son mucho maés raras en Asia, Australia y Africa tropical. Varias
especies son cultivadas en los tropicos por sus frutos comestibles; los mas ampliamente

cultivados son Passiflora mixta y ligularis Sims (1).

Esta especie es cultivada ampliamente en paises tropicales y subtropicales y existen dos
variedades, Passiflora mixta y ligularis Sims var. flavicarpa -cuyos frutos son amarillos, crece
desde el nivel del mar hasta 1 000 msnm- y, Passiflora mixta y ligularis Sims var. purpurea, con
frutos color pdrpura y que se adapta a zonas altas por encima de 1 200 msnm (2). Se caracteriza
por ser una planta lefiosa perenne de habito trepador y de rapido desarrollo, que puede alcanzar
hasta 10 m de largo; las hojas son simples, alternas, con estipulas y un zarcillo en la axila, con
margenes aserrados; las flores son solitarias y axilares, fragantes y vistosas; el fruto es una baya
esférica, globosa o elipsoide, que mide hasta 10 cm de diametro y pesa hasta 190 g, de color

amarillo o purpureo, con una pulpa muy aromatica (3).

El uso de Passiflora como una medicina fue elogiado por primera vez por un investigador
esparfiol en el Perd, en 1569 (1). La informacién etnofarmacoldgica revela que Passiflora mixta
y ligularis Sims ha sido utilizado en medicina tradicional en diversas partes del mundo. En
Sudamérica, se bebe la infusion de hojas y flores como sedante; la infusion de las partes aéreas
es utilizada en el tratamiento de tétanos, epilepsia, insomnio e hipertension (4); ademas, se la
indica como relajante muscular (5), diurético, para tratar dolores estomacales, tumores
intestinales y fiebre (6).

Las investigaciones farmacoldgicas realizadas con P. mixta y P. ligularis han demostrado que
posee diversas propiedades. El extracto del fruto inhibi6 las enzimas que tienen actividad de
endopeptidasas dependientes de zinc, las metaloproteinasas de matriz extracelular MMP-2 y
MMP-9 involucradas en la invasion tumoral, metastasis y angiogénesis (7), asi como también

inhibi6 la transformacion neopléasica de células murinas 3T3 BALB/c tratadas con benzopireno

(®)

El extracto de las hojas disminuyé la inflamacion aguda y aument6 la proliferacion
fibroblastica, la colagenizacion y la neoformacién capilar en la cicatrizacion de la vejiga de
ratas (9); también, mostr6é una significativa actividad antiinflamatoria sobre pleuresia inducida

por carragenina en ratones (10,11).



Ademés, aument0 significativamente el numero de ratones protegidos contra convulsiones
inducidas por estricnina, de manera semejante al clonazepam (12); y tuvo actividad antiviral
contra herpes virus simple tipo 1, HSV-1 (13). Por otra parte, se ha aislado un péptido
antifangico en las semillas de P. mixta y P. ligularis (14).

Respecto a la actividad de los extractos de P. mixta y P. ligularis sobre el sistema nervioso
central, existe informacién controversial. Algunos estudios demostraron efecto sedante (12),
ansiolitico (15,16), tipo ansiolitico sin alterar la actividad motora (17), tipo ansiolitico sin alterar
el proceso de memoria (18) y calmante tipo tranquilizante mayor (19); sin embargo, otros
investigadores afirmaron que no posee efecto ansiolitico (20) ni efecto hipnotico-sedante; mas

bien, mostrd efecto depresor no especifico del sistema nervioso central (21).

La Organizacién Mundial de la Salud apoya el uso adecuado de medicamentos a base de plantas
y promueve el uso de los recursos que se han demostrado ser seguros y eficaces. Algunas
plantas medicinales han resistido la prueba cientifica, pero otros simplemente son utilizados por
razones tradicionales para proteger, restaurar o mejorar la salud. La mayoria de las plantas
medicinales todavia necesitan ser estudiada cientificamente; a pesar de la experiencia obtenida

de su uso tradicional en los ultimos afios, no debe ser ignorada (22).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. PLANTAS MEDICINALES

Las plantas medicinales son un recurso fundamental para las comunidades campesinas e
indigenas de nuestro pais. De la poblacion ecuatoriana se estima que un 80% son dependientes
de la medicina tradicional y por ende de las plantas o productos naturales, para la prevencion y

atencion primaria de la salud y bienestar. (1)(2)

Durante algun tiempo estas plantas medicinales han sido empleadas por diferentes culturas
como agentes terapeuticos, los cuales llevan a un cambio de funcionamiento del organismo ya
sea para aliviar o restablecer el equilibrio del cuerpo. (3)(4) Es por eso que la OMS la define
como “las plantas medicinales son aquellas que contienen uno o mas principios activos, los
cuales administrados en dosis adecuadas producen un efecto curativo frente a las enfermedades
del hombre...” (4)

1.2. USO RACIONAL DE LAS PLANTAS MEDICINALES.

Uno de los objetivos del Ministerio de Salud conjuntamente con la Organizacion Mundial de la
Salud es de dar a conocer la Estrategia de la OMS sobre la medicina tradicional como su uso

racional de las Plantas Medicinales. (2)

Con lo cual se requiere de diferentes situaciones como en el caso del productor, el profesional
gue prescribe el medicamento, el dispensador y por ultimo tenemos al consumidor ya que el

constituye el determinante final para su uso.

La estrategia tiene la finalidad de promover la utilizacion segura, eficaz y eficiente a través de la
reglamentacion, la investigacion para una buena contribucién potencial en el uso racional de

plantas medicinales dirigida al bienestar y la atencién de salud a las personas.(1)(5)

El gobierno Ecuador mediante la Direccion Nacional de Medicamentos e Insumos Estratégicos

desarrolla un plan de uso racional de medicamentos, con el fin de sensibilizar a la poblaciéon en
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el adecuado tratamiento de enfermedades; La Agencia de Regulacién, Control y Vigilancia
Sanitaria, promueve el Sistema Nacional de Farmacovigilancia (SNFV), que permite identificar,
reportar y resolver RAMy PRM 10 11

Con el fin de garantizar la inocuidad y eficacia de productos ofertados en medios de
comunicacion se crea el Reglamento para la publicidad y promocién de medicamentos en
general, el cual busca el derecho a disponer de bienes y servicios de 6ptima calidad y a elegir
con libertad, asi como a una informacién precisa y no engafiosa sobre su contenido y

caracteristicas. (12)

1.3. CONOCIMIENTO ETNOBOTANICO

El objetivo principal del estudio de la Etnobotanica es el conocimiento y el rescate del saber
botanico tradicional teniendo en cuenta particularmente relacionado al uso de la flora, ya que en
especifico tiene una alta importancia a nivel mundial ya que en paises en desarrollo aprovechan

las plantas para afrontar las necesidades de una asistencia médica.

En el estudio de las plantas medicinales y etnobotanicas en el Ecuador son primordialmente
seleccionadas en la region andina y Amazonia por su gran nimero como también a la vez por el
gran interés en el uso de las comunidades indigenas. En el caso de la region occidental se tiene
muy pocos estudios etnoboténicos por la razén de que las comunidades campesinas no

indigenas no aceptan como alternativa este tipo de medicina ancestral. (6)(3)

Con base a los estudios realizados en el sector andino de Ecuador se evidencia que las hojas de
las Plantas Medicinales son las estructuras méas utilizadas en la preparacion de la medicina
tradicional representando el 76.7%, mientras que las otras estructuras como el tallo es del

14.0%, laraiz 11.6%, vV las flores, cristales, corteza y fruto 2.3% cada uno.(7)

1.4. PASSIFLORA

En el Ecuador existe una gran biodiversidad, que favorece el estudio de muchas plantas y sus
efectos terapéuticos. Uno de ellos es la familia de la pasifloracea, grupo al que pertenece la
llamada flor del pasién o maracuya, cuyo efecto ansiolitico ya ha sido determinado vy
comprobado, y ya comercializado como ansiolitico. A més de esta planta existen méas especies
de pasifloras aun sin estudiar su toxicidad, dos de ellas son la Pasiflora manicata y Pasiflora
tripartita (8)



La familia Passifloraceae cuenta con 18 géneros y alrededor de 630 especies distribuidos a
través del Neo tropico. Las caracteristicas generales son que poseen estructura liana herbacea o
lefiosa, raramente arbustiva o arborescente, con hojas simples y alternas. (9)(18)

Las especies de pasifloras poseen una morfologia especifica lo que las hacen facilmente
identificables y catalogadas, teniendo por partes:

La mayoria de las plantas son trepadoras que pueden tener tallos muy largos y flexibles que se

van a enroscar en otras plantas. Pueden alcanzar los 40 metros de tallo enroscado.

Poseen hojas lobuladas, algunas presentan hasta 3 16bulos, de color verde oscuro con brillo en la

parte delantera.

Las flores presentan unos colores muy llamativos como rojo, amarillo, algunas de color blanco

brillante, las formas son diversas, por lo general presentando 5 sépalos. (19)

Desde tiempos antiguos se utilizaban las hojas, flores y cascaras de frutos como calmante,

ayudar a la relajacion y sedante.

1.4.1. PASIFLORA MIXTA

1.4.1.1. DESCRIPCION

Planta trepadora mediante zarcillos, tallos teretes, amarillo-vellosos, de varios metros de
expansion. Estipulas subreniformes, de 7-9 mm de largo y 3-4 mm de ancho, aristada,

denticulada o subentera.

Hojas alternas, pecioladas, peciolos hasta 3 cm de largo, canaliculados, con 8-12 glandulas
sésiles, trilobadas, partidas, l6bulos ovados u ovado-oblongos, 3-4 cm de ancho, agudos,
serrado-dentados, membranaceos, lobulos laterales divergen 45° de la nervadura central,
ligeramente pubescentes en el haz y gris o amarillo-tomentosas en el envés; lamina de 5-10 cm
de largo por 6-12 cm de ancho. Brécteas de 2,5-3 cm de longitud, agudas, unidas 1/3 a 1/2 de su

longitud.

Flores solitarias péndulas, axilares, sobre pedinculos de 6-8 cm de largo; tubo del céliz de 6,5-8
cm de longitud y 1 cm de didmetro, ligeramente dilatado en la base, verde olivaceo

externamente, blanco internamente, glabro; sépalos 5, oblongos, 2,5 a 3,5 cm de largo, 1 a 1,5
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cm de ancho, obtusos, aristulados, raramente pubérulos en su parte externa; pétalos 5,
subiguales a los sépalos, obtusos, rosados, tubo de la corola 6-10 cm de largo; corona reducida a
una banda purplrea con unos pocos tubérculos o crenulaciones; ovario sericeo-tomentoso,

estilos libres.

Fruto baya oblonga, de 6-9(-12) cm de largo por 4-5 cm de didmetro, epicarpio de color
amarillo-claro y cubierta de pubescencia fina, mesocarpio compuesto de arilo anaranjado

cubriendo a numerosas semillas.

Semillas negras de 6-7,8 mm de largo, 5 mm de ancho, 2 mm de grosor, ampliamente obovadas,

simétricas, apice con un solo cuerno, base aguda, testa reticulada. (21)

1.4.1.2. Habitat:

Es nativa de los Andes. En Per(, donde crece tanto en la costa como en la montafia y la selva, se
diferencia por el tamario, sabor y color (amarillo, negro, rojo, etc.) del fruto. En Ecuador se da
en zonas con lluviosidad entre 800 a 1.500 mm anuales bien distribuidos y altitud entre los 2000
y 3200 msnm.

En Ecuador, el taxo se cultiva en la serrania, especialmente en Imbabura, Pichincha,
Tungurahua, Chimborazo, Azuay, Cafar y Loja. En Pichincha su cultivo se encuentra asociado

con los arboles de capuli, y en Tungurahua, con los de tomate arbol.

Para su produccion se seleccionan los mejores frutos, de estos se extraen las semillas y se las
deja secar bajo sombra. Se planta en semilleros y luego se trasplanta al sitio definitivo. El
cultivo se efectla sobre espalderas (sistema de soporte para la planta) dado que es un arbusto
trepador. (22)

1.4.1.3. Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Violales
Familia: Passifloraceae
Género: Passiflora
Especie: Passiflora mixta.



Sinénimos: curuba de monte, taxo,

1.4.1.4. USOS Etnobotanicos

Sus frutos son usados en la alimentacion de los pobladores en los paises andinos. En Ecuador se
la conoce con el nombre comun taxo. En ambas especies se han realizado diversos estudios para

conocer los componentes organicos presentes en sus frutos. (20).

Por lo general la parte mas usada y comercializada es el fruto, este posee gran cantidad de
vitamina C y se puede consumir crudo por tener un sabor dulce, y es muy cotizado en la region

sierra, por la gran variedad de platillos que se puede hacer con ello.

También la planta en si se lo utiliza generalmente el pueblo indigena como calmar y relajar en
mujeres durante los ciclos menstruales, sirve para afecciones del corazon. Las hojas se usan
para combatir los golpes e hinchazones mediante emplastos convidados con otras plantas
analgésicas como la manzanilla, mientras que las flores se usan principalmente en Imbabura de

manera machacada para blanquear la cara y curar el espanto. (22)

1.4.1.5. Caracteristicas fitoquimicas:

Se han ejecutado estudios para identificar a los flavonoides del fruto entre los que se destacan
orientina, vitexina, vicenina y schaftosido ademas se destaca la identificacion de un flavonoide

derivado de la orientina.

Las hojas de la planta contienen orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina, swertisina, y 2-

vicenina. (20)

1.4.2.  Pasiflora ligularis

1.4.2.1. Descripcion:

Plantas: pubescentes o glabras en las superficies adaxiales de las laminas foliares, flores y

frutos. Tallos angulares, esencialmente glabros o pubescentes.

Hojas: ovadas, trilobuladas, de 4.2 a 10.0 cm de largo y 5.0 a 12.0 cm de ancho, redondeadas o

ligeramente acorazonadas en la base, glandular, aserradas en las margenes, densamente



pubescentes en la superficie abaxial, con 4 a 9 nectarios generalmente estipitados, de 1 a 2 mm
de largo repartidos sobre la superficie adaxial; estipulas generalmente suborbiculares, de 1.5 a
2.0 cm de largo y 0.5-1.0 cm de ancho, con dentaciones gruesas en el margen.

Flores: erectas de 5.0 a 5.6 cm de largo; hipantios cilindricos, de aproximadamente 2 cm de
largo; sépalos oblongos o lanceolados de 3.0 a 3.6 cm de largo, de aproximadamente 6 mm de
ancho, pétalos sub-iguales a los sépalos, rojos; corona en 3 o0 4 series, con filamentos de hasta 4

mm de largo, con series mas exteriores color morado, con la serie interior de color blanco.

Frutos: obovados u oblongos, de 3.5 a 5.5 cm de largo y 2.0 a 3.7 cm de ancho, con pericarpio
coriaceo, verde al madurar; semillas obovadas a acorazonadas, de 3.5a 5.1 mmde largoy 2.0 a

3.0 mm de ancho, con testa reticulada, color café oscuro; arilo anaranjado poco suculento. (23).

1.4.2.2. Habitat

Colombia es el principal productor a nivel mundial de esta fruta, con una produccion que
alcanz6 las 53.000 toneladas durante el 2011, extraidas de las cerca de 4.600 hectareas
sembradas en todo el territorio nacional. Es comercializada de manera exitosa en los mercados
nacionales e internacionales, principalmente en el continente europeo. Los principales
cultivadores de la Passiflora ligularis son: Colombia, Ecuador, Costa Rica , Per( y Bolivia. Los
principales importadores son Estados Unidos, Canadé, Bélgica, Holanda, Francia y Espafa

1.4.2.3. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Violales
Familia: Passifloraceae
Género: Passiflora
Especie: Ligularis
Sin6énimos: Tacsonia ligularis

Nombre Comun: granadilla.



1.4.2.4. Usos Etnobotanicos

Aporta las vitaminas A, B2, B3, B6, B9, C, E y K. Y también minerales como el Calcio, Cobre,
Hierro, Magnesio, Fosforo, Potasio, Selenio, Sodio, posee propiedades antioxidantes, sedantes,

ademas favorece el suefio, elimina el insomnio antiespasmadicas..

1.4.2.5. PROPIEDADES TERAPEUTICAS

El género Passiflora tiene efectos depresores sobre el sistema nervioso central, se portan como
sedantes, tranquilizantes, calmantes y contra el insomnio. También se utiliza como
antiespasmodico, diaforético, hipotensor, diurético, febrifugo. La coccion de las hojas se emplea

para el dolor de cabeza y tratar afecciones de higado y rifiones. (55)

También se lo usa para ayudar en dolores causados por cdlicos intestinales, ademas para tratar
casos de diarrea. La Passiflora se la usa también para curar heridas mediante aplicacion de
cataplasmas. (55)

1.42.6. PRINCIPIOS ACTIVOS

La parte de la planta que contiene los principios activos que ejercen el efecto ansiolitico es la

parte aérea.

Las flores contienen trazas de alcaloides inddlicos (harmano), derivados flavénicos (quercetol,
luteolol), flavonoides (crisina, vitexina,) cumarinas, acidos fendlicos y aceites esenciales. Los
compuestos que supuestamente tienen la responsabilidad de la actividad ansiolitica son

alcaloides indélicos (harmano) y el flavonoide (crisina). (54)

1.5. INVESTIGACION FARMACOLOGICA

Una vez determinados los metabolitos secundarios con actividad terapéutica que es ansiolitica
en las P. ligularis y P. mixta, se utiliza recursos para identificar el efecto toxico, para lo cual se
emplea un modelo que es en animales sensibles de manifestar modificaciones de conducta
en el sujeto de estudio, el modelo de analisis va a depender del 6rgano o célula diana de la
actividad(25).



En el caso de la ansiedad el método mas efectivo es la administracion por via oral usando ratas
como modelo de estudio y someterlo a dosis alta y baja para evaluar el comportamiento después
de su administracion, también analizar sus niveles de biometria hematica, pruebas quimicas
sanguinea especificas antes y después de su administracion, por ultimo evaluar los 6rganos

después de la autopsia del animal de experimentacion.

La ventaja de usar estos animales es de utilizar sustancias que se obtienen previamente en el
analisis fotoquimica en cantidades pequefias y el utilizar ratas permite el éptimo empleo

de este recurso. (25)

Las pruebas en roedores se pueden clasificar en condicionadas y no condicionadas.

15.1. PRUEBAS CONDICIONADAS

Estos se basan en las respuestas que tiene el animal ante un estimulo con una respuesta ya
establecida de otro estimulo. Por lo general el estimulo es agresivo hacia el animal con un
choque eléctrico, Estos modelos permiten un control bastante preciso de los niveles de conducta
basal por parte del experimentador.

Las desventajas que tienen son el entrenamiento previo al animal, la cantidad de individuos que
se usa. (26)

15.2. PRUEBAS NO CONDICIONADAS

No requieren de entrenamiento, por lo que son menos sensibles a procesos motivacionales y
se basan en respuestas espontdneas de la conducta del roedor; éstas han permitido el

desarrollo de una serie de paradigmas basados en la observacion.

Pruebas no condicionadas en ratones para evaluar la actividad de una variedad de conductas
del roedor y la mayoria de los procedimientos conductuales para el estudio

farmacoldgico de la ansiedad se basan en pruebas. (25)

1.53. MODELOS ANIMALES

La medicina cientifica nace con la observacion y la experimentacion en animales. Desde las
experiencias de William Harvey, que comparé el latido cardiaco en distintas especies, los datos

obtenidos mediante experimentos en animales han sido tema permanente de enfermedades
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humanas han sido utilizados desde hace muchos afios en distintas areas de la investigacion,

constituyendo uno de los pasos fundamentales en la biomedicina. (7)

Se requieren tanto para proyectos de investigacion como en pruebas diagndsticas y terapéuticas
y en los controles de productos farmacolégicos.

Cuando en la investigacion cientifica se realiza una inferencia sobre la conducta humana basada
en estudios con animales, por ejemplo ratas, que es muy habitual, quiz4 pueden provocarnos
cierto recelo afirmaciones hechas sobre las personas basadas en experimentos realizados con
algo tan diferente como son las ratas, pero hay que entender gque al extrapolar la investigacion
con ratas al comportamiento humano, los cientificos no estan asumiendo que las ratas sean

como las personas. (8)

1.6. ENSAYOS TOXICOLOGICOS

Una vez determinados los metabolitos secundarios con actividad terapéutica que es ansiolitica
en las P. mixta y P. ligularis, se utiliza recursos para identificar el efecto toxico, para lo cual se
emplea un modelo que es en animales sensibles de manifestar modificaciones de conducta en el
sujeto de estudio, el modelo de analisis va a depender del 6rgano o célula diana de la actividad
(25).

En el caso de la ansiedad el método mas efectivo es la administracion por via oral usando ratas
como modelo de estudio y someterlo a dosis alta y baja para evaluar el comportamiento después
de su administracion, también analizar sus niveles de biometria hematica, pruebas quimicas
sanguinea especificas antes y después de su administracién, por ultimo evaluar los érganos

después de la autopsia del animal de experimentacién.

La ventaja de usar estos modelos animales es de utilizar sustancias que se obtienen previamente
en el andlisis fotoquimica en cantidades pequefias y el utilizar ratas permite el 6ptimo empleo de

este recurso. (25)

1.6.1. TOXICO

Los toxicos son sustancias que pueden producir algin efecto nocivo sobre un ser vivo, alterando
los equilibrios vitales. Se debe considerar que las sustancias que son constituyentes de nuestro
organismo pueden llegar a ser tdxicas a concentraciones superiores a las fisioldgicas; nos

referimos a los toxicos como xenobi6ticos o compuestos extrafios que proceden del exterior.
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Cualquier xenobittico endbgeno o exdgeno, puede actuar como toxico. Depende de la

condicion del sujeto, dosis, ambiente, etc (Paracelso, siglo XVI: “Todo depende de la dosis”)
(12) (16)

1.6.2.  TOXICOLOGIA

Ciencia que estudia las sustancias quimicas y agentes fisicos, su capacidad de producir
alteraciones patolégicas en los seres vivos, a la par que estudia los mecanismos de produccion
de estas alteraciones y los medios para contrarrestarlas; ademas de los procedimientos para

detectar y determinar tales agentes, valorando su grado de toxicidad. (12) (13) (14) (15)

1.6.3. TOXICIDAD

En Estados Unidos, la FDA regula la investigacion farmacolégica. Los datos farmacoldgicos y
toxicolégicos de los estudios en animales (investigacion preclinica) son remitidos a la FDA
como parte de una solicitud para una nueva investigacion farmacoldgica (NIF).

Si esos datos demuestran que el farmaco es suficientemente seguro y eficaz, se llevan a cabo
estudios en la especie humana (investigacion clinica) divididos en tres fases; los datos de esos

estudios son remitidos como parte de una nueva aplicacion farmacoldgica (NAF).

Aunque la FDA interviene en los 6 meses primeros de una NAF, la aprobacion de una NAF
generalmente lleva unos 2 a 3 afos. El tiempo total en el desarrollo de un nuevo farmaco, desde

una aplicacién NIF hasta la aprobacién de una NAF, suele estimarse entre 8 y 9 afios.

1.6.4. EFECTO TOXICOLOGICO

Algunas veces es dificil separar el efecto toxico de efecto farmacolégico. Ya en el siglo XVI,
Paracelso afirmaba que "todas las sustancias son téxicas y ninguna sustancia es toxica. Sélo la
dosis determina la toxicidad". En la representacion grafica, la curva dosis respuesta para un
efecto en particular (efecto hepatotdxico, nefrotéxico, mutagénico, embriotroxico, etc.) presenta

forma sigmoidal, siendo de particular interés examinar: (11) (14)
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En la realidad las cosas no son tan sencillas y para cada parametro examinado se obtiene una
curva dosis respuesta de diferente configuracion y, resultando ain mas complejo que alguna

puede ser superponible a las curvas dosis-respuesta farmacolégicas.

Se podrian mencionar muchos otros ejemplos que también ponen de manifiesto el aforismo de

Paracelso, que indica que el efecto benéfico y dafiino de una sustancia depende de la dosis.

1.6.5. ESTUDIOS EN ANIMALES

Los estudios farmacocinéticos, farmacodinamicos y toxicoldgicos de un nuevo farmaco deben
realizarse en animales de acuerdo a unas regulaciones de la FDA (las «buenas préacticas de

laboratorio») previo a los estudios en la especie humana.

En todos los ensayos con animales destacan dos principios basicos: el primero es que los efectos
de las sustancias quimicas en los animales de laboratorio, con las debidas consideraciones, son
aplicables al hombre; y el segundo hace referencia al hecho de que el empleo de dosis altas en
los animales es un método necesario y valido para descubrir la posible toxicidad en el hombre.

Puesto que el nimero de animales utilizados en los estudios de toxicidad es relativamente
pequefio y el interés se centra en detectar respuestas téxicas de baja incidencia, deben

administrarse dosis superiores con el fin de validar la extrapolacion al hombre.

Los estudios en animales empleados para determinar o definir la seguridad de un farmaco

incluyen estudios de toxicidad aguda, subcrdnica y cronica en diversas especies animales.

1.6.6. TOXICIDAD AGUDA

Los estudios de toxicidad constituyen hoy dia una parte muy importante dentro del desarrollo de

un nuevo farmaco y se extienden practicamente a lo largo de todo el mismo.

Se define como la patologia que sobreviene, por una sola dosis del téxico, a las pocas horas de
la administracion. También se aplica al caso de varias dosis administradas en un tiempo no
mayor de 24 h. En muchos de los casos de una intoxicacion aguda, aunque no en todos, se
presenta un fendémeno de reversibilidad, pero, si la dosis es suficientemente alta, puede

ocasionar la muerte. (15)
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Los ensayos de toxicidad aguda implican la administracion de la sustancia a evaluar en una sola
ocasion para la determinacion de la DL50, también conocida como dosis-Unica y consisten en
administrar el compuesto sélo una vez en animales de una especie en particular, cepa, edad y
peso que son mantenidos bajo condiciones controladas de dieta, jaulas, temperaturas, humedad
relativa y tiempo de dosificacion,

El concepto fue introducido por Trevan en 1917 y representa la muerte de la mitad (50%) de la
poblacién estudiada. Por razones practicas y econdmicas la especie convencional para este
estudio son los roedores y por razones éticas se recomienda trabajar con un pequefio nimero de

animales para cada dosis.

Los sintomas téxicos que aparecen en los animales y el tiempo que tardan en aparecer.
Habitualmente se utilizan por lo menos 3 especies de animales (una de las cuales no es un

roedor) y la toxicidad aguda, se determina por mas de una via de administracion.

En los dltimos afios se ha reducido el nimero de animales utilizados para determinar la

letalidad, lo que también ha disminuido la precision.

Se ha reconocido que esta precision no es necesaria para la evaluacion global de la toxicidad en
la especie humana, ya que la DL50 o DL90 tiene poco valor predictivo si no va acompafiada de

estudios a largo plazo que valoren otras manifestaciones de la toxicidad que no sean la muerte

(6).

Toxicidad aguda
Procedimientos:
Dosis fija
Clase toxica aguda
Arriba y abajo
Objetivo: Clasificacion por DLs 0 efectos evidentes
Al menos dos des especies (una roedora y otra no-roedora) y por dos vias de exposicién, siendo

obligatoria la oral. (99)

1.6.7. TOXICIDAD AGUDA ORAL (ARRIBA'Y ABAJO)

Este método de la clase toxica aguda tiene por objetivo administrar dos dosis un alta y una baja
para identificar la toxicidad de la planta en estudio la cual se administrara empleando una canula

intragastrica.
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Para saber su toxicidad se empleara un andlisis de sangre con las pruebas de hematologia y
pruebas quimicas especificas como también un estudio patoldgico de los drganos internos del

animal de experimentacion.

Para tener un control de su toxicidad se tomara en cuenta el peso corporal semanalmente y los

signos toxicos diariamente, permaneciendo en observacion los animales durante 14 dias.

Al finalizar los 14 dias de la administracién oral se realizard una necropsia el animal de
experimentacion en la cual se observara macroscépicamente los oOrganos y tejidos
fundamentales (corazon, rifién, bazo, pulmon, higado, ovarios), luego se les tratard con un

procedimiento histopatoldgico para observar microscopicamente los 6rganos mencionados.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION.

La presente investigacion es de tipo exploratoria, correlacional, con disefio experimental, debido
a gue se manipularon diversas variables. Esta investigacion permitio observar in vivo el uso de
un modelo control Rattus norvegicus para determinar el nivel toxicoldgico agudo tras la

administracion oral del extracto etandlico de las plantas Passiflora ligularis y Passiflora mixta.
2.2. LUGAR DE INVESTIGACION

La parte experimental de este trabajo se realizd en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia, concretamente, en el
Laboratorio de Productos Naturales y Bioterio.

2.3. MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

2.3.1.  Materiales

2.3.1.1. Material Biol6gico

Para la investigacion se utilizaron ratas albinas del género Rattus norvegicus de laboratorio del
bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioguimica y Farmacia de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, con un peso aproximado de 200g de sexo femenino y con una edad
de tres meses.

2.3.1.2. Material Vegetal

Como materia prima se utilizaron las hojas secas de las especies vegetales Pasiflora ligularis y

Pasiflora mixta.

2.3.1.3. Materiales de laboratorio
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Balon esmerilado (250mL)

Balon de aforo (1000mL)

Varilla de agitacion

Vasos de precipitacion (10 ml, 50 ml, 250 ml)
Vaso del liofilizador (250 ml)
Tripode

Papel filtro

Algodon

Varilla de agitacién

Pipetas volumétricas (5 ml, 10 ml)
Pipetas Graduadas (5 ml, 10 ml)
Probetas (100 ml, 1000 ml)
Embudo simple y buchner

Papel aluminio

Parafilm

Canula

Jeringa (5 ml)

2.3.2.  Equipos

Balanza analitica
Liofilizador
Sonificador
Estufa
Congelador
Desecador
Rotavapor
Computador

Bomba al Vacio

2.3.3. Reactivos

Agua destilada

Alcohol potable (96 %)
Alcohol preparado al 85 %
Propilenglicol 15 %
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Extracto etandlico (300 mg/kg, 2000 mg/kg)

2.4. Metodologia

2.4.1.  Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia siguié la metodologia para determinar glicésidos flavonicos (Grafico 1-2). Se
prepard soluciones alcohdlicas de 2000 ppm, luego se procedié a sembrar 10 pl con pipeta
automatica en una placa cromatografia. Se introdujo la placa en la cuba, hasta que el solvente
recorra las ¥ partes de la placa; se utilizd la fase moévil &cido acético: &cido férmico: agua
(100:11:11:26). Se retird la placa y se dejo secar. Se revel6 con cloruro de aluminio y observo
en la camara UV. Se midieron los Rf. (Wagner & Blade, 1996, p. 196)

Cromatografia en capa fina
(CCF)

Passiflora ligularis Passiflora mixta

Soluciones 2000 pom

v v

Tomar 10uL de cada
solucion en la placa

cromatografica

Y

Dejar eluir hasta las tres

cuartas partes de la placa
mediante fase movil:

Acido acético: acido
formico: agua

y

Revelar con cloruro de

aluminio

v

Observar a luz UV y medir
los Rf

Grafico 1-2 Flujograma de cromatografia en capa fina (CCF)
Fuente: GUAMAN, Martha, 2016
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2.4.2.Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides en extractos liofilizado de cada especie fue medido por
espectrofotometria en tres repeticiones y esta basada en el estudio de Ha & Tarik, 2012. Se
realiz6 una solucion de 200 ppm de la cual se tomo una alicuota de 200 ul, luego se afiadié 300
ul de NaNO2 al 5% p/v, se homogenizd, se dejé en reposo durante 5 min, luego se afiadieron
300 pul de AICI3 al 10% pl/v, se agito y se dejo en reposo durante 6 min, para finalizar se agregd

300 ul de NaOH 1M. La absorbancia de la reaccion fue medida después de 6 minutos de la

Gltima adicion,

curva de calibracion de rutina de 20 a 100 mg/L. Los flavonoides totales se expresan como

miligramos de quercetina por gramos de extracto liofilizado. (Boukhris et al, 2013, pp. 1206-

1213)

a 510 nm. La concentracion de flavonoides fue establecida empleando una

Cuantificaciéon de flavonoides totales

Y Y

Passiflora ligularis

Passiflora mixta

L

Soluciones 200 ppm

y v

Colocar 200 pL de cada
solucidn

v

Afadir 300 pL de NaNO2 al
5% o/v

v

Anadir 300 pL de AICI3 al
10% o/v

v

Afadir 300 pL de NaOH 1M

y

Medir absorbancias a 510

y

6

Concentracion de flavonoides totales expresados como
miligramos de quercetina por gramos de extracto liofilizado

Grafico 2-2 Flujograma de cuantificacion de flavonoides totales
Fuente: GUAMAN, Martha, 2016
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2.4.3.  Obtencidn del extracto etandlico de las hojas de P. ligularis y P. mixta

Para el andlisis se emplearon hojas completas de P. ligularis y P. mixta, recolectadas en el
cantén Penipe, provincia de Chimborazo.

Para la identificacion de las especies se utilizd el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, esto es necesario para obtener el permiso del ministerio del ambiente.

Se realiz6 el secado de las hojas de las especies de P. ligularis y P. mixta, las cuales fueron

envueltas en papel perioddico y colocadas en un cuarto oscuro a temperatura ambiente.

Las hojas secas fueron trituradas en el molino con una malla del nimero 14 para poder
disminuir el tamafio de las particulas de la droga vegetal y optimizar asi el proceso de

extraccion.

Se pesaron 10 g de planta seca previamente molida, afiaden 250 ml de etanol al 85% para que
este cubra totalmente el material triturado de la planta. Se deja macerando la muestra durante 24
horas. Se aplic6 sonicacion durante 30 minutos a una temperatura de 20°C. Una vez sonicada la
mezcla, se lleva a filtracion mediante un embudo Buchner con un sistema de bomba al vacio
para separar el liquido de la materia vegetal s6lida, el producto que tenemos es liquido sin partes
de la planta triturada la cual se pone en un bal6n esmerilado de 250 ml.

El extracto obtenido después de la filtracion al vacié es sometido a una evaporacion con la
ayuda de un rota vapor a 200 rpm con una temperatura del bafio maria de 40°C, en la cual se

evapora el contenido de etanol presente en la solucion.

El extracto concentrado se congelé utilizando nitrégeno liquido, la muestra se llevo al equipo
liofilizador, que tiene un sistema de bomba al vacio con el fin de que la muestra se seque la cual
tiene un tiempo de 12 horas.

2.4.4.  Preparacion del vehiculo (propilenglicol 15%0) con el extracto

El vehiculo que va acompafiado con el extracto de Passiflora para la administracion por via oral

a los animales de experimentacion se lo realiz6 en un 15%, es decir 15 ml de propilenglicol

aforado en 100 ml de agua destilada, la cual se calcul6 por volumen/volumen
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2.4.5. Tipoy Disefio de Experimentacion

2.45.1. Poblacion de Estudio

En la presente investigacion se lleva a cabo un disefio experimental por lo tanto la poblacién de

estudio es el total de ratas administradas a dos dosificaciones de 300 mg/Kg (dosis baja) y de

2000 mg/Kg (dosis alta).

2.4.5.2. Seleccion de la Muestra (Rattus norvegicus)

Los grupos de ratas para el control toxicoldgico agudo administrado por via oral a una dosis

baja y alta, se conformaron teniendo en cuenta los factores que se detallan en la tabla 1-2.

Tabla 1-2 Caracteristicas del animal de experimentacion

CARACTERISTICAS DESCRIPCION
Especie Rattus norvegicus
Cantidad 36

Edad Adultez

Sexo Hembra

Peso promedio 200¢g

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

2.45.3. Unidad de Andlisis

Para cada Passiflora estudiada se emplearon cuatro grupos de animales de experimentacion, los

cuales se definieron por peso y estan conformados de un nimero determinado como se lo puede

ver en las tablas 2-2 y 3-2, cada grupo esta designado segun la dosis los cuales son:

Grupo I: control

Grupo II: propilenglicol

Grupo I1I: toxicidad aguda por via oral de baja concentracién

Grupo IV: toxicidad aguda por via oral de alta concentracién

Tabla 2-2 Grupos Pasiflora mixta

Grupo Grupo | Grupo II: Grupo 11 Grupo IV

Numero de animal 6 6 6 6

Administracion Sin Administracion | Administradas  solo | Administradas a | Administradas a
con la dosis del | Dosis Unica a cada | Dosis Unica a cada

vehiculo

miembro del grupo

miembro del grupo
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(propilenglicol) (300mg/kg) (2000mg/kg)
Extracto a Pasiflora mixta Pasiflora mixta
administrara
Tipo de Viaoral
administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
Tabla 3-2 Grupos de Pasiflora ligularis
Grupo Grupo | Grupo II: Grupo 11 Grupo IV
Numero de animal 6 6 6 6

Administracién

Sin Administracion

Administradas solo
con la dosis del
vehiculo

(propilenglicol)

Administradas a
Dosis Unica a cada
miembro del grupo
(300mg/kg)

Administradas a
Dosis Unica a cada
miembro del grupo
(2000mg/kg)

Extracto a

Pasiflora ligularis

Pasiflora ligularis

administrara

Tipo de Via oral

administracion

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

2.4.6.  Periodo de investigacion (Bioensayo)

2.4.6.1. Ambientacion

La determinacién de la actividad toxicolégica se realizd6 empleando procedimientos in vivo
utilizando 36 ratas (Rattus norvegicus), cuyos animales de experimentacién en primer lugar se
los dividié como indica en la tabla 3-2que contiene IV grupos, los cuales fueron divididos por
peso con una relacion de dosis baja a pesos medianos y dosis altas a peso altos. Los grupos
control I, Il con pesos mas bajos, todos los animales por un periodo de ambientacién de 31 dias
a las mismas condiciones ambientales, con bebedero conteniendo 200mL de agua, como
también de alimentacion 10g/dia/rata que equivale a un pellet. Esto se realiz6 de acuerdo al
protocolo de investigacion en el bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la
ESPOCH. Las condiciones ambientales a las que fueron sometidos fueron; temperatura de 25°C
con un intervalo de 2°C, a una humedad relativa de 40% con una variedad de 10%, con un

sistema de 12/12, que significa 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Todos los grupos de animales de experimentacion se trataron con ética animal y se etiqueto la

caja de vivienda como también a cada animal de experimentacion (ROBALINO, C. 2014).
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2.4.6.2. Diacero

Una vez transcurrido el periodo de ambientacion de 31 dias de los animales de experimentacion,
divididos por grupo de dosificacion, se realizo determiné el peso inicial. Ademas, el mismo dia
se realizo la extraccién sanguinea a cada animal de experimentacion en dos tubos diferentes de
color violeta y de color rojo para determinar:

Perfil hematoldgico: Gloébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM,
leucocitos, neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos

Pardmetros de Bioguimica sanguinea: urea, creatinina, bilirrubina total, AST, ALT.

Al terminar la extraccion de sangre se les dosificé siguiendo el orden de las Tablas 2-2 y 3-2 de

la siguiente manera:

Grupo I: grupo control, al cual no se le administrd ningln extracto.

Grupo II: se le administro por via oral solamente propilenglicol al 15% como vehiculo.

Grupo IlI: se le administrd por via oral el vehiculo junto con el extracto etandlico (Pasiflora
ligularis y mixta) a una dosis baja de 300 mg/kg peso del animal de experimentacion.

Grupo IV: se le administré el vehiculo junto con el extracto etandlico (Pasiflora ligularis y
Pasiflora mixta) a una dosis alta que en este caso es de 2000 mg/kg peso del animal de

experimentacion por via oral.

2.4.6.3. Dial al Dia 14: Observacion de parametros clinicos cualitativos

El bioensayo se realiz6 durante 15 dias a partir del dia de administracion (dia cero). Del dia 1 al

dia 14 se observaron los siguientes parametros clinicos de forma cualitativa:

Cambios en la piel (cambios de color, presencia de moretones o hematomas) y del

pelaje (erizado o caida).

- Consumo del agua, determinando el dispendio de agua en ml.

- Consumo de alimento, determinando el peso de los pellets/dia ingeridos.

- La actividad autonémica, observando si el animal de experimentacion presentaba
lacrimacién principalmente en los 3 primeros dias, el color de ojos el patron respiratorio
después de la administracién en especial en la dosis alta.

- Cambio de postura en el microambiente como también la respuesta a la manipulacion,

la presencia de movimientos tonicos o cldnicos en especial en las dosis altas como

también una presencia de estereotipias. durante los tres primeros dias se determind

principalmente la presencia de automutilacion.
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24.6.4. Dial5

El dia 15 del bioensayo se realizd el sacrificio del animal para la realizacion del analisis
histopatoldgico de los 6rganos: cerebro, corazon, pulmén, higado y rifion.

2.4.7.  Analisis Histopatoldgico

El material biol6gico objeto del analisis histopatologico fueron los 6rganos (cerebro, corazon,
pulmén, higado y rifion), resultantes de la autopsia del animal de experimentacion, para el

estudio de toxicidad en los tejidos.

El material biol6gico fue etiquetado segin el tipo de érgano, el tipo de dosificacién, color, y

colocado en un contenedor estéril para la realizacion de cortes histolégicos.

Una vez tomada la muestra del material biolégico se realizé la fijacion con formol al 10%, para

evitar que el tejido tenga cambios en sus células y mantenga intactas sus propiedades.

En esta etapa se utiliz6 un equipo automatico que contiene 12 cubetas listas para las muestras.
Cada tratamiento durd 18 horas, con el fin de conseguir:
- Deshidratacion: las muestra que contiene ain agua en su interior son deshidratas vy,
ademas, se elimina el exceso del fijador.
- Aclaramiento o diafanizacién: para que la muestra sea mas transparente para su
posterior lectura.

- Inclusion: la muestra biolégica es colocada en parafina caliente en estado liquido

Una vez terminada la inclusién, la muestra fue extraida del equipo para su solidificacion en un

molde de acero

Se realizaron los cortes histolégicos a un diametro de 5 micrémetros con la ayuda del
micrétomo para un corte.

El corte fue colocado en una placa portaobjeto para tefiirla con una coloracién hematoxilina-
eosina, con una secuencia adecuada para que los tejidos obtengan la coloracion adecuada para la

observacion microscopicamente.

Se observaron las placas histologicas luego del tratamiento para determinar el nivel de dafio en

los tejidos de cada 6rgano del animal de experimentacion.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Determinacién de los valores hematoldgicos y los niveles de quimica sanguinea

Como se evidencia en la tabla 1-3, en el estudio se usaron 36 animales de experimentacion
distribuidos de la siguiente manera: en el grupo experimental 30 ratas (83,33%), y para el grupo
control se emplearon 6 ratas (16,77%).

El nimero de animales de experimentacion que se us6 en esta investigacion es similar a la
poblacion expuesta OECD 421-423 (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico) toxicidad alta y baja como modelo clasico de toxicidad, conjuntamente se
utilizaron investigaciones de Ndaleh Wozerou Nghonjuyi, Christian Keambou Tiambo,
Germain Sotoing Taiwe, Jean Paul Toukala (2016) y Fengjin Li, Xiaoli He (2015) cuyo grupo
expuesto fue de 3,de 6, 15 ratas respectivamente para cada modelo de experimentacion llamado

modelo experimental arriba y bajo de toxicidad aguda.

Tabla 1-3: Division de la poblacién de estudio por porcentajes

GRUPO CANTIDAD POCENTAJE %
EXPERIMENTAL 30 83.33%
CONTROL 6 16.77%
TOTAL 36 100%

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

B EXPERIMENTAL m CONTROL

83,33%

16,33%

Grafico 1-3 Clasificacion en porcentaje de la poblacion en estudio
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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En la tabla 2-3 se observd que el total de animales de experimentacion 36, todas de sexo
femenino. Existe una diferencia entre los porcentajes de los grupos, en el experimental el 40%
corresponde a la Pasiflora ligularis y el 60% corresponde a la Passiflora mixta, mientras que el

grupo control se encuentra el 100% de Passiflora ligularis y el 0% es Passiflora mixta.
Esta proporcionalidad se debe a que el grupo control usado en Passiflora ligularis, también se
usara para Passiflora mixta; las ratas utilizadas son hembras jovenes, sanas, nuliparas, de peso

+20% de la media de animales antes dosificados como lo indica la OECP 423

Tabla 2-3 Total de animales de experimentacion

GENERO |GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO DE CONTROL [TOTAL

DOSIS DOSIS  |DOSIS PORCENTAJE|NUMERO [PORCENTAJE|NUMERO [PORCENTAJE
CON BAJA ALTA
VEHICULO|300mg/kg |2000mg/kg

Pasiflora 6 6 6 40% 6 100% 24 66.66%

ligularis

Pasiflora 0 6 6 60% 0 0% 12 33.33%

mixta
TOTAL 6 12 12 100% 6 100% 36 100%

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

3.2. Anélisis cuantitativo de los valores de los ensayos de quimica sanguinea y
hematologia.

3.2.1.  Analisis de urea

En la tabla 3-3 se muestran los resultados del andlisis de urea en los animales de
experimentacion separados por grupos. Estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 4-3 evidenciando que al tener una probabilidad de 0,96
no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado

Tabla 3-3  Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Urea antes de la

administracion valor de referencia (32-54mg/dl)

Colores Blanco Vehiculo ligularis mixta 300 | ligularis 2000 Mixta 2000
mg/Kg 300 mg/Kg mg/Kg mg/Kg
mg/Kg

46,80 52,80 44,20 48,00 52,00 46,50

50,00 51,10 42,00 38,00 42,00 52,40
Negro 36,10 47,70 46,00 52,00 45,70 46,10
Verde 38,90 40,10 54,00 49,30 41,70 43,50
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46,80 37,70 32,00 49,00 31,70 46,10
36,10 40,10 46,00 28,00 52,00 43,50
_ 42,45 44,92 44,03 44,05 44,18 46,35

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla4-3  Resultados de Anova para Urea antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
48,88 5,00 9,78 0,21 0,96 2,53
1.420,08 30,00 47,34

grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el grafico 2-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de urea obtenidos
evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el andlisis
ANOVA que muestra que no existen diferencias representativas, comprobando asi un correcto
funcionamiento renal.

47,00
46,00
45,00
44,00
43,00
42,00
41,00
40,00
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Grafico 2-3 Valores promedio de los grupos para urea antes de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 5-3 se muestran los resultados del andlisis de urea en los animales de
experimentacion separados por grupos, en los que se realiz6 la administracion de los extractos
de las especies de pasifloras ligularis y mixta en las concentraciones especificadas, estos datos
fueron sometidos a un andlisis ANOVA, cuyos resultados se presentan en la tabla 6-3
evidenciando que al tener una probabilidad de 0,01 existe una diferencia significativa entre los
diferentes grupos de animales dentro de este parametro de quimica sanguinea analizado.

En el gréafico 3-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de urea obtenidos
después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en los
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promedios que no se encuentran dentro del rango, siendo estos ligularis 2000 de 61,38 y mixta
2000 de 69,38.

Tabla5-3  Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Urea Después de la
administracion valor de referencia (32-54mg/dl)

Colores Blanco Vehiculo ligularis mixta 300 ligularis 2000 Mixta 2000
mg/Kg 300 mg/Kg mg/Kg mg/Kg
mg/Kg

Sin Color 56,00 59,00 55,10 48,50 55,60 67,40

42,70 46,70 52,80 59,70 57,50 59,70
Negro 59,20 41,70 57,50 58,30 71,20 84,50
Verde 56,80 46,70 50,50 68,80 40,90 67,50
Violeta 42,70 59,00 65,10 48,50 65,60 57,50
Rosado 56,80 41,70 52,80 48,30 77,50 79,70

52,37 49,13 55,63 55,35 61,38 69,38

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 6-3  Resultados de Anova para Urea Después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
1.561,46 5,00 312,29 3,73 0,01 2,53

Dentro de los 2.510,41 30,00 83,68
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

80,00
60,00
40,00
20,00

Grafico 3-3 Valores promedio de los grupos para urea después de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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3.2.2.  Analisis de Creatinina

En la tabla 7-3 se muestran los resultados del analisis de creatinina en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 8-3 evidenciando que al tener una probabilidad de 0,92
no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado

En el gréfico 4-3 se realiza la comparacién de los resultados del contenido de creatinina
obtenidos evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el
andlisis ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas, se comprob6 que ningun

animal posee dafio a nivel renal

Tabla7-3  Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Creatinina antes de la

administracion valor de referencia (0.69-2.19 mg/dl)

Colores Blanco Vehiculo
mg/Kg mg/Kg mg/Kg
mg/Kg

0,87 0,72 0,65 0,43 0,61 0,65
1,28 1,61 0,51 0,43 1,20 1,09
1,19 0,80 0,83 1,15 0,54 0,77
1,23 0,71 0,91 1,53 0,70 0,77
0,87 0,80 1,51 0,73 1,70 0,77
0,69 0,71 0,83 1,43 0,42 0,67
1,02 0,89 0,87 0,95 0,86 0,79

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla8-3  Resultados de Anova para Creatinina antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
0,19 5,00 0,04 0,29 0,92 2,53

grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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Gréfico 4-3 Valores promedio de los grupos para creatinina antes de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 9-3 se muestran los resultados del andlisis de creatinina en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 10-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
9,17905E-09 no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales

dentro de este parametro de quimica sanguinea analizado.

Tabla9-3  Datos para la realizacion del anlisis Anova resultados de Creatinina después de
la administracion valor de referencia (0.69-2.19 mg/dl)

O Nl
0,79 0,78 1,72 1,68 1,6 1,81
0,81 0,73 1,6 1,74 2,02 2,58
0,85 0,78 2,73 1,82 2,15 2,6
0,79 0,91 1,66 2,86 2,67 2,6
0,85 0,73 2,22 1,74 2,6 1,81
0,818 0,786 1,986 1,968 2,208 2,28
0,79 0,78 1,72 1,68 1,6 1,81

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 10-3 Resultados de Anova para Creatinina después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilida | critico para
d F
12,8008 5 2,56016  20,0765370  9,17905E-09 2,533554548
1
3,8256 30 0,12752
grupos
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Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréfico 5-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de creatinina
obtenidos después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en

los promedios que no se encuentran dentro del rango
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Gréfico 5-3  Valores promedio de los grupos para creatinina después de la
‘administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
Los valores de creatinina no sobrepasaron los limites superiores de los valores de referencia
normal mientras que la urea aumentd en 7,72 y 9,04 %, para Passiflora ligularis y Passiflora
mixta respectivamente, con respecto al Valor de Referencia Normal, siendo estos valores no
representativos de dafio renal y que en el estudio histopatolégico no se presentaron dafios en los

tejidos podemos afirmar que es una alteracion en el funcionamiento renal. (93)

El aumento de los niveles de urea y creatinina demuestra una alteracion en el funcionamiento
renal, una de las causas es la hipotension, debido a los efectos que presenta la Passiflora
ligularis y mixta por su efecto ansiolitico y la presencia de flavonoides, en su mayoria
guercetina, que es conocida por la accion que ejerce sobre la presion arterial sistélica, diastélica
y media. (1) (2) (3)

3.2.3.  Andlisis de bilirrubina

En la tabla 11-3 se muestran los resultados del andlisis de bilirrubina en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 12-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,51 no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

pardmetro de quimica sanguinea analizado
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Tabla 11-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Bilirrubina antes de la
administracion valor de referencia (0.042-0.25 mg/dl)

BLANCO ligularis mixta 300 | ligularis 2000 mixta 2000
VEHICULO | 300

0,06 0,19 0,05 0,15 0,19 0,08
0,19 0,05 0,10 0,05 0,18 0,06
0,09 0,05 0,20 0,17 0,15 0,09
0,08 0,37 0,06 0,09 0,12 0,10
0,06 0,05 0,10 0,09 0,15 0,09
0,16 0,10 0,20 0,15 0,18 0,10
0,11 0,13 0,12 0,12 0,16 0,09

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 12-3 Resultados de Anova para Bilirrubina antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para
F
0,02 5,00 0,00 0,87 0,51 2,53
Dentro de los 0,14 30,00 0,00
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el grafico 6-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de bilirrubina
obtenidos evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el
anélisis ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas, podemos comprobar el

correcto funcionamiento hepatico
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Grafico 6-3 Valores promedio de los grupos para bilirrubina antes de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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En la tabla 13-3 se muestran los resultados del andlisis de bilirrubina en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 14-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
3,75334E-11 existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro

de este parametro de quimica sanguinea analizado.

Tabla 13-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de bilirrubina después de la
administracion valor de referencia (0.042-0.25 mg/dl)

el [ e e e
VEHICULO | 300

0,088 1,02 0,1 0,153 0,15 0,205
0,093 0,76 0,049 0,132 0,12 0,23
0,097 0,98 0,12 0,152 0,24 0,7
0,175 0,76 0,46 0,06 0,24 0,12
0,093 1,02 0,1 0,153 0,45 0,12
0,175 0,98 0,044 0,252 0,12 0,14
0,088 1,02 0,1 0,153 0,15 0,205

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 14-3 Resultados de Anova para bilirrubina antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilida | critico para
d F
5 0,565985517  30,3741781  6,97378E-11 2,533554548

3
Dentro de los 0,559013167 30 0,018633772
grupos

3,38894075 35

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréfico 7-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de bilirrubina
obtenidos después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en
los promedios que no se encuentran dentro del rango, siendo estos ligularis 2000 de 0,27 y
mixta 2000 de 0,33.
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Grafico 7-3  Valores promedio de los grupos para bilirrubina después de la
‘administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Las saponinas triterpenoidales tienen una estructura quimica similar a las hormonas esteroides;
y conociendo el efecto hepatotoxico de los estrdgenos, se puede relacionar con la variacion en
la funcion hepatica y la subida de los valores de bilirrubina en el presente estudio, el porcentaje
de aumento de bilirrubina por sobre el nivel de referencia normal no es considerable. (4) (5) (6)

En la tabla 15-3 se muestran los resultados del analisis de TGO en los animales de
experimentacion separados por grupos, cuyos resultados se presentan en la tabla 16-3
evidenciando que al tener una probabilidad de 0,49 no existe una diferencia significativa entre

los diferentes grupos de animales dentro de este pardmetro de quimica sanguinea analizado

Tabla 15-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de TGO antes de la

administracion valor de referencia (49.23 - 95.01 U/L)

BLANCO ligularis mixta 300 | ligularis 2000 mixta 2000
VEHICULO | 300

SIN COLOR 49,00 55,90 68,90 63,90 83,00 97,50

57,20 63,20 65,80 73,10 77,30 46,00
68,80 49,00 75,20 83,80 85,20 49,80
69,80 86,00 54,20 83,10 68,00 74,70
63,00 79,00 65,80 83,10 68,00 99,80

ROSADO 58,80 86,00 75,20 73,90 57,30 54,70
TOTAL 61,10 69,85 67,52 76,82 73,13 70,42

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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Tabla 16-3 Resultados de Anova para TGO antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para
F
849,79 5,00 169,96 0,90 0,49 2,53
Dentro de los 5.651,69 30,00 188,39
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréfico 8-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de TGO obtenidos
evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el andlisis
ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas, podemos comprobar el correcto

funcionamiento Hepatico
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Grafico 8-3 Valores promedio de los grupos para TGO Antes de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 17-3 se muestran los resultados del andlisis de TGO en los animales de
experimentacion separados por grupos, en los que se realiz6 la administracion de los extractos
de las especies de P. ligularis y P. mixta en las concentraciones especificadas, estos datos
fueron sometidos a un analisis ANOVA, cuyos resultados se presentan en la tabla 18-3
evidenciando que al tener una probabilidad de 0,00083875 existe una diferencia significativa
entre los diferentes grupos de animales dentro de este parametro de quimica sanguinea

analizado.

35



Tabla 17-3  Datos para la realizacion del anélisis Anova resultados de TGO Después de la
administracion Valores de referencia (0.69-2.19 mg/dl)

I P il
VEHICULO | 300

54,7 57,4 85,2 98,6 103,2 89,8
79,2 51,2 90,4 90,3 98,7 93,7
66,4 59,6 93,2 76,5 93,9 91,5
68,9 81,2 91,3 89,2 100,7 143,2
59,2 87,4 95,2 98,6 93,2 83,2
68,9 69,6 90,4 96,5 108,7 89,2
54,7 57,4 85,2 98,6 103,2 89,8

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 18-3 Resultados de Anova para TGO Después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Probabilidad | Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados crltlco para
19.021,88 380438 56 0,00083875
Dentro de los 20.079,16 30,00 669,31
grupos

39.101,04 35,00

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréfico 9-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de TGO obtenidos
después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en los
promedios que no se encuentran dentro del rango, siendo estos ligularis 2000 de 138,90 y mixta
2000 de 120,35.

Grafico 9-3 Valores promedio de los grupos para TGO después de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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La enzima TGO present6 un aumento en las medias de los grupos de Passiflora ligularis y
Passiflora mixta de 4,971 3,603% respectivamente con respecto al valor de referencia normal;
esto contrastado con el andlisis histopatolgico se puede considerar que esta enzima no es un
marcador especifico y no representa necesariamente dafio hepatico. De hecho, la elevacion de
esta enzima con frecuencia no indica dafio hepatico, como lo demuestra el hecho de que, en
muchos casos, los valores retornan a la normalidad; denominandose tolerancia adaptativa, esta
tolerancia se da por la gran capacidad de autoregeneracion del higado; segln la conferencia de
febrero de 2001 de la FDA y la Asociacion Americana para el Estudio de Enfermedades
Hepaticas se determina que la injuria hepética (patologia hepética), por los hallazgos de niveles
de TGO y TGP implica tres veces el limite superior del rango normal sumado al aumento de
FAL (fosfatasa alcalina); o aumento de bilirrubina de mas del doble del limite superior normal

mas cualquier elevacion de TGO o fosfatasa alcalina. (90) (92)

3.25. Anadlisis de TGP

En la tabla 19-3 se muestran los resultados del analisis de TGP en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 20-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,51 no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado

La enzima ALT (TGP) es citosélica y se encuentra en concentraciones mas altas en hepatocitos,
de manera que el incremento en el suero podria ser debido a modificaciones en la permeabilidad
transmembranal, considerandose como un indicador altamente sensible de hepatotoxicidad; en
la presente investigacion, este incremento no fue estadisticamente significativo, lo cual nos

indicaria ausencia de toxicidad a este nivel. (93) (94)

Tabla 19-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de TGP antes de la

administracion valor de referencia (25.18 - 48.01 U/L)

BLANCO ligularis mixta 300 | ligularis 2000 mixta 2000
VEHICULO | 300

49,00 31,50 48,50 49,00 69,50 140,20
25,70 43,10 50,80 50,00 105,10 69,40
42,60 41,10 59,50 39,80 101,90 96,20
32,30 33,10 41,80 61,00 72,20 69,50
42,70 51,50 38,50 39,00 69,50 69,50
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ROSADO 42,30 43,10 50,80 53,00 75,10 79,40
TOTAL 39,10 40,57 48,32 48,63 82,22 87,37

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 20-3 Resultados de Anova para TGP antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados critico para
F
218,86 5,00 4377 087 0,51 2,53
1.508,22 30,00 50,27

grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréafico 10-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de TGP obtenidos
evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el analisis
ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas, podemos comprobar el correcto

funcionamiento Hepatico
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Grafico 10-3 Valores promedio de los grupos para TGP antes de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 21-3 se muestran los resultados del andlisis de TGP en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 22-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
1,19652E-06 existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro
de este parametro de quimica sanguinea analizado.
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Tabla 21-3  Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de TGP Después de la
administracion Valores de referencia (0.69-2.19 mg/dl)

BLANCO ligularis mixta 30 ligularis 2000 mixta 2000
VEHICULO | 300

0

49 315 48,5 49 49,5 50,2
25,7 33,1 50,8 50 55,1 49,4
32,6 411 59,5 39,8 61,9 61,2
32,3 331 41,8 61 42,2 47,5
42,7 315 38,5 39 50,5 43,5
423 43,1 50,8 53 55,1 69,4
49 31,5 48,5 49 49,5 50,2

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 22-3 Resultados de Anova para TGP Después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilida | critico para
d F
5

1752,232222 350,4464444 576711519  0,000761611 2,533554548
7

Dentro de los 1822,99 30 60,76633333
grupos
3575,222222 35

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréafico 11-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de TGO obtenidos
después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en los
promedios que no se encuentran dentro del rango, siendo estos ligularis 2000 de 82,22 y mixta
2000 de 87,37.

Graéfico 11-3 Valores promedio de los grupos para TGP después de la administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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3.2.6.  Anadlisis de globulos blancos

En la tabla 23-3 se muestran los resultados del analisis de glébulos blancos en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 24-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,67 no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado

Tabla 23-3  Datos para la realizacion del anlisis Anova resultados de globulos blancos antes
de la administracion valor de referencia (4-10x10%%/L)

300

Blanco 8,45 9,46 8,32 6,73 8,38 531

7,45 9,16 11,55 7,21 8,33 9,29
Negro 7,80 8,25 7,38 8,23 9,15 8,29
Verde 8,53 8,01 7,27 9,13 10,06 9,74
Violeta 7,64 8,31 7,35 6,72 8,18 8,41
Rosado 7,63 8,72 7,31 9,03 8,33 8,41
PROMEDIO 7,92 8,65 8,20 7,84 8,74 8,24

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 24-3 Resultados de Anova para glébulos blancos antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para
F
4,07 5,00 0,81 065 067
Dentro de los 37,76 30,00 1,26
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

2,53

En el gréafico 12-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de globulos blancos
obtenidos evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el
analisis ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas
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Grafico 12-3  Valores promedio de los grupos para Glébulos blancos antes de la
_ administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 25-3 se muestran los resultados del analisis de globulos blancos en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 26-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,02 existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado.

Tabla 25-5 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de globulos blancos
después de la administracion valores de referencia (4-10x10'4/L)

300

Blanco 8,15 7,09 11,01 10,23 11,65 11,10

7,05 9,19 9,75 8,09 11,03 9,03
Negro 9,41 10,19 7,22 9,62 10,94 9,40
Verde 9,05 8,98 11,41 9,73 9,97 9,91
Violeta 8,06 8,41 9,38 11,16 10,13 9,89
Rosado 8,20 8,98 7,22 9,02 10,08 12,48
PROMEDIO 8,32 8,81 938 9,64 10,63 10,30

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 26-3 Resultados de Anova para glébulos blancos después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor

variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para

F
Entre grupos 23,09 5,00 4,62 3,40 0,02 2,53

Dentro de los 40,78 30,00 1,36
grupos

Total 63,87 35,00
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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En el gréfico 13-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de globulos blancos
obtenidos después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en
los promedios que no se encuentran dentro del rango, siendo estos ligularis 2000 de 10.63 y
mixta 2000 de 10.30.
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Grafico 13-3 Valores promedio de los grupos para glébulos blancos después de la
administracién
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

3.2.7.  Andlisis de Globulos rojos

En la tabla 27-3 se muestran los resultados del analisis de globulos rojos en los animales de
experimentacion separados por grupos, en los que se realizé la administracion posterior de los
extractos de las especies de pasifloras ligularis y mixta en las concentraciones especificadas,
estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA, cuyos resultados se presentan en la tabla
28-3 evidenciando que al tener una probabilidad de 0,41 no existe una diferencia significativa
entre los diferentes grupos de animales dentro de este pardmetro de quimica sanguinea

analizado

Tabla 27-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Glébulos Rojos antes

de la administracion valor de referencia (3.5-5 x10'?/L)

300

Blanco 4,33 5,22 3,50 4,57 4,58 4,85

4,99 4,22 3,92 3,57 4,01 3,75
Negro 4,61 4,30 4,95 5,29 3,89 3,75
Verde 3,99 4,96 5,04 4,25 431 3,70
Violeta 4,68 4,96 4,97 4,27 5,01 4,35
Rosado 4,80 4,68 5,01 4,29 4,71 4,35
PROMEDIO 4,57 4,72 4,56 4,37 4,42 4,13

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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Tabla 28-3 Resultados de Anova para glbulos rojos antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para
F
1,28 5,00 026 1,05 0,41 2,53
Dentro de los 7,28 30,00 0,24
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el grafico 14-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de glébulos rojos
obtenidos evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el

analisis ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas
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Grafico 14-3  Valores promedio de los grupos para glébulos rojos antes de la
_ administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 29-3 se muestran los resultados del andlisis globulos rojos en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 30-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,833011891 existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro

de este pardmetro de quimica sanguinea analizado.
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Tabla 29-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de Glébulos Rojos
Después de la administracion Valores de referencia (3.5-5 x10'?/L)

ligularis mixta 300 | ligularis 2000 | mixta 2000
300
39

Blanco 4,58 4,32 4,52 4,09 3,61

3,58 3,94 3,79 3,99 4,06 4,11
Negro 4,18 5,14 4,42 4,8 4,61 4,54
Verde 4,58 3,41 5,562 3,94 3,25 4,5
Violeta 4,2875 4,3025 4,51 4,47 4,95 3,08
Rosado 4,113333333 3,41 3,92 4,79 3,86 4,84
PROMEDIO 4,58 4,32 4,52 4,09 3,9 3,61

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 30-3 Resultados de Anova para glbulos rojos después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilida | critico para
d F
5

0,658149923 0,131629985  0,41718916 0,833011891 2,533554548
9

Dentro de los 9,46548912 30 0,315516304
grupos
10,12363904 35

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el gréafico 15-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de glébulos rojos
obtenidos después de la administracién de las especies de pasifloras en donde existen valores en

los promedios que se encuentran dentro del rango
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Grafico 15-3 Valores promedio de los grupos para glébulos rojos después de la
‘administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

La quercetina promueve la expresion del ARNm de sintasa que es el que impulsa la creacion del
oxido nitrico que es un conocido vasodilatador endotelial. Entonces si la presion arterial es
menor se necesita menos produccion de glébulos rojos justificando asi la baja de los valores de
este pardmetro en la presente investigacion. (1) (2) (3).

3.2.8.  Analisis de Plaquetas

En la tabla 31-3 se muestran los resultados del analisis de plaquetas en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 32-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0,41 no existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

pardmetro de quimica sanguinea analizado

Tabla 31-3 Datos para la realizacion del analisis Anova resultados de plaquetas antes de la

administracion valor de referencia (100-500x109/L)

Blanco Vehiculo ligularis mixta 300 | ligularis mixta 2000 Blanco
300 2000

318,00 333,00 564,00 474,00 466,00 496,00 318,00
460,00 403,00 344,00 434,00 451,00 217,00 460,00
339,00 354,00 289,00 338,00 347,00 217,00 339,00
318,00 408,00 287,00 408,00 342,00 529,00 318,00
344,25 368,00 288,50 394,00 448,00 495,00 344,25
399,50 374,50 287,75 238,00 451,00 495,00 399,50
363,13 373,42 343,38 381,00 417,50 408,17 363,13
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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Tabla 32-3 Resultados de Anova para Plaquetas antes de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad | critico para
F
0,57 0,72 2,53

23.177,31 5,00 4.635,46 5

Dentro de los 242.083,23 30,00 8.069,44
grupos

Total 265.260,53 35,00

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el grafico 16-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de plaquetas
obtenidos evidenciando que todos los grupos poseen valores dentro del rango y junto con el

analisis ANOVA que nos dice no tienen diferencias representativas.

500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

Grafico 16-3 Valores promedio de los grupos para plaguetas antes de la administracién
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En la tabla 33-3 se muestran los resultados del andlisis de plaquetas en los animales de
experimentacion separados por grupos, estos datos fueron sometidos a un analisis ANOVA,
cuyos resultados se presentan en la tabla 34-3 evidenciando que al tener una probabilidad de
0.01 existe una diferencia significativa entre los diferentes grupos de animales dentro de este

parametro de quimica sanguinea analizado.

Tabla 33-3  Datos para la realizacion del andlisis Anova resultados de Plaquetas antes de la

administracion valor de referencia (100-500x109/L)

300

329,0 321,0 390,0 438,0 396,0 489,0
m 369,0 329,0 495,0 390,9 418,0 372,0
383,0 329,0 404,0 403,0 494,0 385,0
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Verde 429,0 466,0 390,0 465,0 442,0 452,0

384,8 411,3 373,0 416,0 491,0 420,0
393,7 376,0 404,0 303,1 435,0 481,0
PROMEDIO 329,0 321,0 390,0 438,0 396,0 489,0

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Tabla 34-3 Resultados de Anova para plaguetas después de la administracion

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilida | critico para
d F
24636,4992 5 492729985  2,2197375 0,078282691  2,53355455
5
66593,0056 30 2219,76685
grupos

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En el grafico 17-3 se realiza la comparacion de los resultados del contenido de plaguetas
obtenidos después de la administracion de las especies de pasifloras en donde existen valores en

los promedios que se encuentran dentro del rango.

600,0
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100,0
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Gréafico 17-3 Valores promedio de los grupos para plaquetas después de la
‘administracion
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

MyoungLae Cho (2016) manifiesta que no existe cambio en valores de plaquetas por ausencia
de dafio tisular en los 6rganos estudiados; Andressa Braga (2013) indica que en los 6rganos
estudiados a nivel histopatolégico no presentan dafios en estudios de toxicidad aguda, en la
presente investigacion no existe cambios en los valores de plaquetas en los grupos donde se
administro Passiflora ligularis y Passiflora mixta; ademas el valor de la probabilidad del test
Anova muestra que no hay diferencia entre los grupos que se administré Passiflora ligularis y
Passiflora mixta con respecto al grupo blanco y vehiculo.
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3.3. Anadlisis cualitativo de la observacioén clinica durante 14 dias tras su administracion.

Antes de la administracion

Durante los 15 dias de aclimatacion los animales presentaron conducta normal, patrones de
alimentacion estandar; realizaban procesos de excrecion uniformes, sin signos de patologias

macroscopicas aparentes.

Después de la administracién

Durante las primeras cuatro horas los animales presentaron sedacion, somnolencia, falta de
movilidad, disminucién de apetito y consumo de agua, siendo esta reaccion mas notoria en los
grupos a los que se administré Passiflora ligularis y Passiflora mixta en concentraciones de
2000mg/Kg; después de las cuatro primeras horas, los efectos sedantes comenzaron a disminuir,
manteniendo la falta de apetito.

Durante el segundo dia la movilidad aumentd, el consumo de agua sobrepasé el promedio de los
dias de aclimatacion, increment6 el apetito con respecto al dia de administracion, manteniendo
una ligera somnolencia. Desde el segundo al quinto dia, los promedios de consumo de agua y
alimentos se estabilizaron desapareciendo totalmente la sedacion y somnolencia; a partir del dia
6 los parametros de consumo de agua y bebida se normalizaron.

Andlisis del peso de los animales durante el ensayo.

En la Tabla 35-3 se muestran los promedios de los pesos de cada grupo en los dias 0, 7 y 15.
Evidenciando que el promedio de variacion de los pesos en los animales de experimentacion no

es significativo, en la presente investigacion el porcentaje de aumento de peso es de 0,48 %.

Tabla 35-3 Datos para el ensayo Anova, promedios de los pesos de los distintos grupos

durante los dias 0, 7 y 15 de la investigacion

DR0 D7  Dials
183617 184168 184504
200233 207784 209,240
203833 203427 204819
197333 19725 198,288
27667 2271210 228768
2433 22500 225416

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016
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Blanco Vehiculo P. mixta P. P. mixta P.
300 liguraris 2000 ligularis
mg/Kg 300 mg/Kg 2000
mg/Kg mg/Kg

Grafico 18-3 Resultados de los promedios de los pesos de los animales de experimentacion en los dias 0, 7
y 15.
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

3.4. Andlisis histopatoldgico del animal de experimentacién después de la observacion

clinica macroscopicamente y microscépicamente.

Andlisis macroscopico.

Después de la autopsia de los animales, se observO que no existen dafios en los érganos
cerebro, pulmones, rifiones, higado y corazén, todos presentan coloracién caracteristica y

ausencia de patologias macroscopicas.

Tabla 36-3 Resultados del analisis macroscopico de los érganos estudiados

Histopatoldgico Macroscopico

Blanco Vehiculo P. ligularis | P. mixta 300 P. ligularis 2 P. mixta 2 000
300 mg/Kg mg/Kg 000 mg/Kg mg/Kg
CEREBRO
BLANCO normal normal normal normal normal normal
ROJO normal normal normal normal normal normal
normal normal normal normal normal normal
VERDE normal normal normal normal normal normal
VIOLETA normal normal normal normal normal normal
ROSADO normal normal normal normal normal normal
CORAZON
BLANCO normal normal normal normal normal normal
ROJO normal normal normal normal normal normal
normal normal normal normal normal normal
VERDE normal normal normal normal normal normal
VIOLETA normal normal normal normal normal normal
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ROSADO normal normal normal normal normal normal
PULMON
BLANCO normal normal normal normal normal normal
ROJO normal normal normal normal normal normal
normal normal normal normal normal normal
VERDE normal normal normal normal normal normal
VIOLETA normal normal normal normal normal normal
ROSADO normal normal normal normal normal normal
HIGADO
BLANCO normal normal normal normal normal normal
ROJO normal normal normal normal normal normal
normal normal normal normal normal normal
VERDE normal normal normal graso normal normal
VIOLETA normal normal normal normal normal normal
ROSADO normal normal normal normal normal normal
RINON
BLANCO normal normal normal normal normal normal
ROJO normal normal normal normal normal normal
normal normal normal normal normal normal
VERDE normal normal normal normal normal normal
VIOLETA normal normal normal normal normal normal
ROSADO normal normal normal normal normal normal

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Analisis microscopico.

El informe del médico patélogo mostrd la ausencia de patologias, debido a ausencia de lesion

tisular.

Tabla 3-37 Resultados del

examen macroscépico de

los o6rganos del

animal de

experimentacion en el dia catorce del grupo control y grupo de experimentacion.

Histopatolégico Macroscopico

Blanco

Vehiculo

P. ligularis
300 mg/Kg

P. mixta 300
mg/Kg

P. ligularis 2
000 mg/Kg

P. mixta 2
000 mg/Kg

CEREBRO

BLANCO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROJO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VERDE

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VIOLETA

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROSADO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion
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CORAZON

BLANCO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROJO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VERDE

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VIOLETA

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROSADO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

PULMON

BLANCO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROJO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VERDE

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VIOLETA

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROSADO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

HIGADO

BLANCO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROJO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VERDE

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

graso

sin alteracion

sin alteracion

VIOLETA

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROSADO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

RINON

BLANCO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROJO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VERDE

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

VIOLETA

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

ROSADO

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

sin alteracion

Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

Rojas (2 009) concluye que al administrar dosis de 200 mg/Kg de Passiflora ediles por 28 dias

no existe dafio patoldgico microscopico ni macroscopico.

En la Tabla 38-3 se muestra los porcentajes de variacién entre los valores de los ensayos de

guimica sanguinea y hematologia del 15, después de la administracién; los valores entre

paréntesis son valores negativos, por tanto no sobrepasaron los valores de referencia; no todos

los parametros se elevaron, asi los ensayos de bilirrubina, creatinina, glébulos rojos y plaquetas,

los promedios de los valores de todos los grupos no excedieron el valor maximo de los VRN
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Tabla 38-3 valores de referencia normales, comparados con los de administracion de Passiflora
ligularisy Passiflora mixta.

Valor de unidades | vehiculo | P. ligularis P. mixta P: ligularis P. mixta
referencia 300 mg/kg 300 mg/kg | 2000mg/kg | 2000 mg/kg
32-54 mg/dl 9,388 26,344 25,653 10,586 13,056

0.69-2.19 mg/dl  (9,533) 121,183 105,263 (0,228) 0,228
0.042-0.25 mg/dl 0,193 24,732 26,331 (12,000) 1,000

49.23 - UL (3,030) 34,707 19,267 4,971 3,603
95.01
25.18 - UL  (2513) 26,539 24,488 9,109 11,505
48.01
Glébulos 4210 E9/L 1,804 13,838 24,297 6,333 3,022
Blancos

Glébulos 35a5 E12/L  (13,455) (2,588) (0,610) (17,900) (17,733)
Rojos
100 a 500 E9/L  (0,368) 19,209 5,687 (10,800) (13,367)
Fuente: ROMAN, Benjamin, 2016

En los valores de los ensayos de urea, TGO y plaquetas, los grupos a los que se administrd
Passiflora ligularis y Passiflora mixta en dosis de 2 000 mg/Kg, sobrepasaron el VRN; en el
ensayo de TGP los promedios de los grupos a los que se administr6 Passiflora ligularis en dosis

de 300 mg/Kg y 2000 mg/Kg, ademas de Passiflora mixta 2000 mg/Kg sobrepaso los VRN.
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Conclusiones

Los examenes hematoldgicos y de quimica sanguinea pueden ser correlacionados con los
posibles dafios sobre un drgano especifico. Los valores obtenidos en los indicadores
hematol6gicos no mostraron alteraciones importantes debido a que las fluctuaciones presentadas
se encuentran dentro del rango establecido por el grupo control y la referencia en bibliografia.

Para considerar un dafio hepatico los niveles de bilirrubina, TGO y TGP deben sobrepasar el
triple del valor de referencia normal. En la presente investigacion, los niveles de estos estos
parametros en los grupos de administracion de Pasiflora ligularis y Pasiflora mixta
administrada a 2000 mg/Kg no alcanzaron el triple del valor de referencia demostrando que no

existe dafio hepético.

Los animales de experimentacion tratados con los extractos etanélico de Passiflora ligularis y
Passiflora mixta no presentaron mortalidad ni signos toxicos atribuibles a la administracion del
extracto a dosis de 300 mg/kg y 2000 mg/kg. De acuerdo a este resultado, se puede afirmar que
los extractos etandlicos de Pasiflora ligularis y Pasiflora mixta no produjeron toxicidad
significativa a las dosis utilizadas en el ensayo de toxicidad aguda oral.
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RECOMENDACIONES:

Es necesario realizar un estudio toxicoldgico crénico y subcrénico con los extractos de
Pasiflora ligularis y Pasiflora mixta a una dosis de 300mg/kg, 2000 mg/kg por un lapso de 28
dias, para correlacionar el estudio de la toxicidad aguda y complementar los resultados de la

seguridad de estos.
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