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RESUMEN

El efecto toxico de un extracto etandlico liofilizado de hojas de Passiflora edulis y Passiflora
quadrangularis recolectadas en el cantén Pallatanga, fue evaluado mediante el ensayo de
toxicidad aguda, durante 14 dias en Rattus norvegicus hembras, siguiendo las pautas
metodoldgicas descritas por la OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico) 421 y 423. Previo al ensayo las hojas de las Passifloras fueron secadas,
pulverizadas, maceradas, sonicadas, filtradas y concentradas; 36 animales fueron adaptados
durante 15 dias en condiciones de micro y macroambiente recomendadas por las normas OECD
antes mencionadas, agrupandolas aleatoriamente en 6 grupos de 6 animales, con suministro de
agua y comidailimitada. Durante el ensayo en el dia 1, se peso los animales y se tomé muestras
sanguineas de cada animal, en los cuales se realiz6 anélisis de indicadores hematol6gicos
(Gloébulos rojos, glébulos blancos, plaguetas, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM,
leucocitos, neutrdfilos linfocitos, monocitos, eosinodfilos y basofilos), quimica sanguinea
(glucosa, alanino amino transferasa ALT o TGP, aspartato amino transferasa AST o TGO,
bilirrubina, creatinina, urea). Después de la extraccion sanguinea se administr6 por via oral la
dosis alta y baja de 2 000 y 300 mg/kg del extracto. Se evalué durante los 14 dias los signos
toxicos, variacion de peso del animal, consumo de alimento, comportamiento de los animales.
Al finalizar el dia 14 del ensayo se tom6 muestras sanguineas para realizar ensayos de quimica
sanguinea y biometria hematica; posterior se realiz6 necropsia y examen histopatologico de
organos (corazon, rifion, higado, cerebro, pulmdn). En los resultados hematoldgicos existié un
ligero aumento en valores de glébulos blancos, y reduccidn de glébulos rojos con respecto a los
valores basales antes de la administracion, los cuales no sobrepasan los valores normales de
referencia. En los valores de bioquimica clinica se produjo un aumento en valores de TGO, TGP
y urea, que excedieron en un porcentaje minimo los valores de referencia; el analisis
histopatoldgico de drganos no demostrd toxicidad significativa imputable a la sustancia de

prueba.

PALABRAS CLAVE: <Passiflora edulis (MARACUYA)>, <Passiflora quadrangularis
(BADEA), <TOXJCIDAD>, <TOXICIDAD AGUDA>, <Rattus' norvegicus (’RATA
AL[BINA)>, <ANALISIS HISTOPATOLOGICO>, <HEMATOLOGIA>, <BIOQUIMICA
CLINICA>.
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SUMMARY

The toxic effect of a lyophilized ethanolic extract of Passiflora edulis and Passiflora
qguadrangularis leaves collected in Pallatanga canton was evaluated through the acute toxicity
assay during 14 day in Rattus norvegicus females following the methodological patterns
described by OECD 421 and 423. Previous to the assay the Passifloras leaves were dried,
pulverized, macerated, sonicated, filtered and concentrated; 36 animals were acquired in the
biotery of the Chimborazo Higher Education Polytechnic School (Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo) adapting them during 15 days under the micro and macro environment
recommended by the abode OECD norms, grouping the at random in 6 groups of 6 animals
whith unlimited water and feed provision. During the assay at the day 1, the animals were
weighed and blood samples of each animal were taken, in which the analysis of hematological
indicators was carried out (Red blods cells, white blood cells, platelets, hemoglobin, hematocrit,
VCM, HCM, leucocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosimphils and basophils),
blood chemistry (glucose, alanine amino transferase ALT or TGP, aspartate amino transferase
AST or TGO, bilirubin, creatinine, urea). After the blood extraction the high and low of 2 000
and 300 mg/Kg extract dose was administered. The toxic signs, variation of animal weight, feed
consumption, animal behavior were evaluated during 14 days. At the end of the day 14 of the
assay blood samples were taken to carry out assays of blood chemistry and hematic biometry;
later necropsy and histopathological exam were conducted of organs (heart, kidney, liver, brain,
lung). In the hematological results there was a slight increase in the values of white blood cells
and a decrease of red blood cells as compared to the basal values before the administration
which do not surpass the normal reference values. In the clinic biochemistry values an increase
in the TGO, TGP and urea values was produced which exceeded, in a minimal percentage, the
reference values; the histopathological analysis of the organs did not show a significant toxicity

imputable to the test substance.

KEY WORDS: <Passiflora edulis (MARACUYA)>, <Passiflora quadrangularis (BADEA),
<TOXICITY>, <ACUTE TOXICITY>, <Rattus norvegicus (ALBINIC RAT)>,
<HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS>, <HEMATOLOGY>, <CLINIC
BIOCHEMESTRY>.
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INTRODUCCION

En el Ecuador existe una gran biodiversidad de especias de plantas, permitiendo la utilizacion
de sus propiedades medicinales tradicionales, este consumo permite realizar estudios de

eficacia, eficiencia y seguridad; los cuales permiten asegurar su utilizacién.

El consumo de Passifloras es comun en varias partes del mundo, incluyendo el Ecuador; de ahi
la importancia de realizar estudios que garanticen la eficacia y seguridad en su consumo; el

estudio toxicoldgico es importante para avalar la utilizacion de esta especie.

Los estudios toxicoldgicos realizados en Passifloras son pocos, entre los mas importantes esta la
“Evaluacion de la toxicidad del extracto metanolico de hojas de Passiflora edulis Sims
(maracuya), en ratas” realizado por la universidad San Marcos de PerG en el 2 009, donde se
valord la posible toxicidad al administrar durante 28 dias una dosis diaria de 200 mg/Kg,

llegando a la conclusion la ausencia de toxicidad.

Pallo, Rea y Riofrio (2 014, p.30) mostraron la actividad ansiolitica suficiente para remplazar al
farmaco tradicional Diazepam, del extracto hidroalcohdlico de flor de Granadilla (Passiflora
ligularis), flor de taxo (Passiflora tripartita var. Mollissima), flor de Badea
(PassifloraQuadrangularis) en Ratones (Mus musculus).

Sollano (2 011, p.13), reporta induccion de efectos ansioliticos de los monoflavonoides de P.
incarnata, siendo coadyuvantes los alcaloides, en dosis de 100%, tomando en cuenta el uso de

flores en extractos hidroalcohélicos (30)

Segun Navarro (2 008, p.8), el extracto hidroalcohdlico de partes aéreas de Pasiflora incarnata
tiene actividad sobre el SNC, a una concentracion del 40% con reduccion de actividad
locomotora en el ratén y al 70% presenta disminucién de hipermotilidad; demostrando ademas
actividad ansiolitica a dosis de 50 y 100% (28).

Caro (2 013, p.9) muestra que existe mayor efecto ansiolitico en extractos hidroalcohélico que
en extractos cloroférmicos de P. incarnata; el mecanismo de accion implica la accion del
sistema gabaérgico en la patologia de la ansiedad, comprobando la inhibicion la re captacion

en recetores GABA sin afectar su liberacion.

En esta investigacion se compard el efecto de oxazepam (30 mg/dia) con extracto de pasiflora
(45 gotas/dia), durante 28 dias; concluyendo ausencia de diferencias significativas en la
sintomatologia evaluada mediante la escala de Hamilton entre el grupo tratado con pasiflora y el

tratado con el farmaco ansiolitico; a los 4, 7, 17, 21 y 28 dias tras el inicio de los tratamientos lo



que sugirio un remplazo eficaz. (32).

Dentro de los modelos de animales para analizar la actividad ansiolitica, se encuentran los
condicionados y los no condicionados, en 2013 en Cartagena, la investigacion de “la actividad
ansiolitica de extracto acuosos de llantén y menta”, se realizd6 mediante la prueba del test
elevado, usando una maqueta en forma de cruz con brazos largos, este se evalud

satisfactoriamente, obteniendo buenos resultados frente al control, siendo el Diazepam.

Rojas (2 009, p.3) evidencia ausencia de toxicidad en extractos de P. edulis, administrata en
Rattus musculus, Vizoso (2 001, p.2) muestra ausencia de dafio celular y actividad mutagénica

de los extractos fluidos de P. incarnata L. y Senna alata. (106)

El objetivo de presente investigacion es determinar posible toxicidad aguda de los extractos
etanolicos de hojas de P. edulis y P. quadrangularis sobre Rattus norvegicus por via oral; para
ello se planted identificar variacion en el peso de los animales durante el ensayo, indagar
cambios en ensayos de hematologia y quimica sanguinea después de la administracién de
Passifloras, investigar alteraciones en los 6rganos del animal posterior a la necropsia, mediante

una andlisis patoldgico.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Plantas medicinales

Las plantas medicinales por mucho tiempo fueron la principal fuente de productos terapéuticos
en la medicina tradicional. EI consumo de productos naturales como medio de tratamiento de
enfermedades se lo conoce como fitoterapia, la cual la definiremos como la ciencia que estudia
los productos vegetales con finalidad terapéutica, usada para prevenir, curar o paliar
enfermedades, su ambito de aplicacion son enfermedades leves, moderadas y tratamiento

coadyuvante de enfermedades cronicas (1)

La terapia con plantas medicinales es menos agresiva, con menos efectos secundarios,
contraindicaciones e interacciones, siendo mejor tolerada. Debemos diferenciar planta medicinal
de droga vegetal. La OMS definié en 1978: planta medicinal aquélla que en uno o mas 6rganos
contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o son precursoras de
farmacos de sintesis. Droga vegetal es la parte de la planta medicinal en la que se encuentra la
mayor concentracion del principio activo. (2)

Una planta medicinal se encuentra formada por numerosas sustancias quimicas, las mas
importantes en fitoterapia son principios activos, que le confieren sus propiedades, y otras
sustancias coadyuvantes o inertes que facilitaran la accion de los primeros, por ello la necesidad
de ver a la planta como un todo. Cabe recalcar que no todas las plantas usadas tradicionalmente

como medicinales cuentan con estudios cientificos que garanticen su uso. (3)

1.1.1. Usoracional

Las plantas han sido parte integral de la practica de la medicina. Por ello droga proviene del
antiguo idioma holandés drogge, que significa secar, ya que los antiguos farmacéuticos, médicos
y curanderos secaban las plantas para usarlas como farmacos. En loa actualidad,

aproximadamente el 25 % de las medicinas recetadas siguen siendo derivadas de las plantas.(4)

Las plantas medicinales al tener principios activos también estan expuestos a presentar
reacciones adversas, es por ello que a nivel mundial existen normativas que rigen el cultivo,

consumo de plantas medicinales, asi como la fabricacion de medicamentos fotoquimicos; la



OMS brinda reglamentos que norman tradiciones terapéuticas destinadas a combatir la

enfermedad racionalizando las tradiciones basadas en el empirismo. (5)(2)

La OMS planteo la estrategia sobre medicamentos en 2014-2016, la misma que tiene 4
objetivos: politica, acceso, calidad y seguridad, y uso racional. La OMS trabaja para respaldar
una estrategia y un buen control del uso de los medicamentos por parte de los profesionales de
la salud que los prescriben asi como su uso racional por parte de los consumidores. (6) (7)

Paises vecinos de Ameérica, como es el caso de Cuba esta realizando acciones de promocion
racional de los medicamentos herbarios, desde antes de a la década de los 90, mediante la
promocién del uso racional de los medicamentos producidos a partir de las plantas medicinales;
la estrategia requiere un grupo de acciones en el orden de la comunicacion, la educacién y la
informacidn, con el objetivo de alcanzar actitudes y conductas acorde con la problematica del

uso de los medicamentos. (8)(9)

Este programa cubano se centra en 2componentes: primero los componentes de la informacion,
educacion y comunicacion y segundo los componentes para la formacién continuada de quienes
prescriben los medicamentos y de los dispensadores; usando como instrumentos
campafias de comunicacion social y Estrategias de formacién continuadas; es claro que sin la

participacion comunitaria y la intersectorialidad cualquier estrategia seria un fracaso. (10)

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 poblacién en
el adecuado tratamiento de enfermedades; La Agencia de Regulacion, Control y Vigilancia
Sanitaria, promueve el Sistema Nacional de Farmacovigilancia (SNFV), que permite identificar,
reportar y resolver RAM y PRM (11) (12)

Con el fin de garantizar la inocuidad y eficacia de productos ofertados en medios de
comunicacion se crea el Reglamento para la publicidad y promocion 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 informacion precisa y no engafiosa sobre su contenido y

caracteristicas. (13)

Lo preocupante es que pese a que el gobierno, mediante las organizaciones rectoras de salud, no
dispone lineamientos precisos sobre el uso de plantas medicinales, que garanticen la inocuidad
de estos productos y que promuevan su uso racional. Motivo por el cual es necesario que desde
las universidades y centros de investigacion, se inicie con estudios que avalen su eficacia, pero

sobre todo su seguridad.



1.1.2. Conocimientos etnobotanicos

Ademas de la diversidad De especies medicinales encontradas, el uso de plantas con
propiedades fitoterapicas ha aumentado debido a la creencia de que todo lo que es "natural” No
produce efectos adversos para la salud; el objetivo primordial Etnobotanica es rescatar del saber
botanico tradicional relacionado al uso de la flora y su importancia del uso de plantas para

afrontar las necesidades de asistencia médica. (14)

En Ecuador el estudio etnoboténico es primordialmente en la region andina y Amazonia por la
gran diversidad de especies y el interés en el uso de las comunidades indigenas. En el caso de la
region occidental se tiene muy pocos estudios etnobotanicos por la razén de que las
comunidades campesinas no indigenas no aceptan como alternativa este tipo de medicina

ancestral. (15)

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

14.0%, la raiz 11.6%, y las flores, cristales, corteza y fruto 2.3% cada uno. (16)

1.2. Passiflora

El género Passiflora, abarca alrededor de 450 especies, es el mas grande e importante en la
familia Passifloraceae (la familia de la flor de la pasion), distribuidas en las regiones templadas
y tropicales de América.; distribuida en regiones tropicales y subtropicales desde el nivel del
mar hasta a 3 000 (m.s.n.m.), siendo las regiones templadas y subtropicales entre 400 y 2 000

(m.s.n.m), las de mayor riqueza de especies. (15) (16) (17)

Las pasifloraceas constituyen una familia botanica facilmente reconocible, por ser mayormente
plantas trepadoras provistas de una llamativa corona floral, ubicada entre el perianto y el
androceo. La corona estd constituida, entre otros elementos accesorios, por los rayos (radii),
filamentos coloreados (palii) que, en conjunto con el perianto, sirven para atraer visual y

olfatoriamente a los agentes polinizantes tales como insectos y colibries. (18) (19)

Las Passifloras son bejucos que crecen a través de un sistema de tutorado y con zarcillos
auxiliares. El tallo posee caracteristicas lefiosas y herbaceas; hojas alternas simples y otras veces
compuestas; las estipulas que germinan en la base de los peciolos; las flores son bisexuales o
unisexuales; de receptaculo ahuecado como una taza, con numerosos apéndices filamentosos o
anulares entre la corola y los estambres, de colores brillantes y forman una corona visible de

gran diversidad. (20)



1.2.1.  Importancia de las plasifloras

La importancia radica en la utilidad para combatir diversas enfermedades y trastornos mentales,
diurético, hepético, usada ademéas como sedante, tranquilizante, calmante en terapias alternativas,
calmando la sintomatologia y el malestar, introduciendo menos; siendo mas utilizados en

Sudamérica y Asia.

1.2.2. Especies mas utilizadas

Especies del género Passiflora se encuentran distribuidas en toda Latino América. Entre las
especies mas apreciadas del género Passiflora se encuentran la fruta de la pasion (Passiflora
edulis var; Flavicarpa), la fruta de la pasion morada (Passiflora edulis Sims), granadilla
(Passiflora ligularis) y gulupa (Passiflora edulis Sims; foedulis), apreciadas por sus propiedades
organolépticas (21) (22) (23)

Las Passifloras han sido objeto de investigaciones para determinar sus beneficios
farmacoldgicos y fotoguimicos, entre los mas recientes tenemos: la Passiflora caerulea,
(maracuya o pasionaria azul), usada para tratar colitis experimental; Passiflora manicata (taxo
silvestre) usada para proteger contra las especies reactivas del oxigeno y la glicacion de
proteinas. (23) (24)

La Passiflora edulis presenta propiedades antitumorales; mientras que la Passiflora tripartita se
usa en trastornos gastrointestinales, por el impacto de las propiedades de pectina en la digestion
de los lipidos; (25)

1.2.3. Usos etnobotanicos

El hallazgo de semillas de miles de afios de especies de Passifloras en América del Norte
muestra evidencias del uso prehistorico; ademas viajeros europeos en épocas de la colonia
consumian Passiflora tanto de cultivo como de fuentes. El uso por propiedades medicamentosas
fue registrado desde 1569, cuando el investigador espafiol Monardus usé flores de Passifloras,

desde alli se han utilizado ampliamente en terapias de salud caceras. (26)

Entre los usos etnoboténicos esta el extracto de Passiflora alata (granadilla fragante), se le
atribuye beneficioso en la atrofia muscular; la misma especie en Brasil es usado como
ansiolitico, sedante, analgésico y diurético; la Passiflora Caerulea tiene uso sedante y/o
ansiolitico, en México la raiz es usada como vermifugo, mientras que en Italia como anti-

espasmodico y la coccién de hojas como emético, en Argentina se usa como antimicrobiano.



(27) (28) (17) (29).

Otras Passifloras utilizadas son la P. capsularis como emenagogo; la P. contrayerva es usada
para avenamientos; Passiflora edulis se ha utilizado como sedante, diurético, antihelmintico,
antidiarreico, estimulante, hipertension, sintomas menopdausicos y cdlicos en lactantes de
Sudamérica, la P. edulis en Medeire es considerada como remedio para el carcinoma gastrico,

en la India el extracto de hojas se usa para tratar la disenteria. (27)(30)(31)(32)(33)

Los frutos de la P. foetida son utilizados en Nigeria para tratar la histeria y el insomnio; en la
india las hojas se colocan sobre la cabeza para aliviar dolores y vértigo, mientras que las hojas
en coccion se usa para problemas de bilis y asma; en Brasil las hojas son utilizadas para

preparar lociones para tratar erisipela he inflamaciones de la piel. (34) (35)

La P. incarnata es utilizada en Alemania para tratar epilepsia en ancianos, trastornos
espasmodicos e insomnio; en paises europeos es utilizada como medicina homeopaética; en
Norteamérica las hojas son usadas como té sedante, en Brasil es usado como analgésico, anti-
espasmodico, anti-asmatico, en Iraq el extracto es usado para tratar dismenorrea; en Turquia y

América para neurosis y neuralgia. (36) (37) (38) (39)

La P. Laurifolia Linn (Granadilla amarilla, madreselva de Jamaica), Se utiliza en Trinidad para
tratar las palpitaciones nerviosas del corazén; el jugo se usa en Brasil para tratar fiebres
intermitentes. La P. quadrangularis Linn (Granadilla gigante) se utiliza en el Caribe como
sedante, las hojas preparadas como té se usa para la presion arterial alta y la diabetes, la

decoccion de la raiz se usa para histeria, el bafio de hoja para enfermedades de la piel. (40).

En centro América, tallos de P. pedunculata Mast, partes aéreas de P. exflora Juss y P. vitifolia
HBK se utilizan contra mordeduras de serpiente, todos estos usos documentados muestran la
eficacia de tratamientos tradicionales y de la medicina tradicional; lo que permite plantearse la

necesidad de realizar investigaciones para probar la seguridad de usar este tipo de especies. (41)

La amplia difusion de los conocimientos tradicionales y etno-farmacolégicos Informes sobre los
miembros del género Passiflora, una de la literatura sobre las especies especificas de
Passifloras, una materia esterlina que podria glorificar los potenciales curativos magicos De los
fito-constituyentes reportados de este género; tal vez una de las mas antiguas que la humanidad
utilice durante los procesos de avance cientifico hacia la Re- exploracion de nuestros

patrimonios tradicionales.



1.2.4. Passiflora edulis

Conocido como maracuyd, pertenece a la familia Passifloracea, nativa de América; con mas
de 400 especies de Passiflora y mas 50 especies comestibles; presenta frutos de color parpura
(Passiflora edulis) y de color amarillo (tanto P. edulis como P. Flavicarpia Degener).Los
principales productores de maracuya son: Hawai, Kenia, Brasil, Per, Colombia, Venezuela, El
Salvador, Puerto Rico y Cuba; en el Ecuador actualmente se cultiva en zonas tropicales y
subtropicales. (42) (43)

Las caracteristicas del fruto de P. edulis (maracuya) son: el fruto es redondo u ovalado, de 50 —
55 mm de didmetro con exodermo puUrpura oscura cuando es maduro, ademas de ser dura y
medir cerca de 3 mm de grosor. La pulpa es amarilla — rojiza y con cerca de 150 semillas negras
jugoso; P. edulis y P. flavicarpa Degener difiere en el fruto mas grande, con corteza amarilla;

una pulpa acida mas aromatica ademas de semillas cafés grandes. (42) (43)

La parte comestible del fruto tiene consistencia pulposa con semillas en cantidad,
consumiéndose en forma de jugos. Su color amarillo—anaranjado es atractivo; su acidez y aroma
caracteristicos la convierten atractiva; su fruto no puede almacenarse mas alla de 2 semanas en
temperaturas normales; de 4 a 5 semanas entre 4 a 10° C (7° C 6ptimo). Pero gran parte de su
sabor se pierde durante su almacenamiento. Las temperaturas inferiores a 4° C llevan a la

descomposicion y/o atagues de mohos. (42)(43)

Los aztcares componen la mayor parte de carbohidratos, fluctuando entre 14,4 y 21,9% para la
variedad purpurea, mientras que la variedad amarilla esti entre 13 y 18%. En la variedad
purpura la proporcion azlcar/acido es de 5:1 mientras en la amarilla es de 3:8; por ende, el jugo

de la variedad purpura tiene un sabor mucho mas dulce. (42) (43)

1.2.4.1. Taxonomia

Division: Espermatofita
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Subclase: Arquiclamidea
Orden: Perietales
Suborden: Flacourtinae
Familia: Plassifloraceae

Género: Passiflora



Serie: Incarnatae
Especie: edulis
Variedad: purplerea y flavicarpa (44) (45)

1.25. Passiflora quadrangularis

La badea (Passiflora quadrangularis), es una fruta conocida también como parcha granadina,
tumbo gigante, quijon, parcha real, maracuja, melao, giant granadilla, rata pohul y
timumbelanda, es una especie que crece en la zona intertropical latinoamericana a altitudes 2500
m. Los frutos son grandes comparados con otras Passifloras, el fruto madura entre 62 y 85 dias
después de la fecundacién y presenta un color verde amarillo palido, apreciable en el apice. (46)
(47)

La pulpa es ligeramente acida con aroma ligero que la hace 6ptima para bebidas refrescantes.
Segun diversos estudios las hojas se utilizan como sedantes y tranquilizantes, y la apigenina
presente en el extracto del pericarpio induce sedacion en ratones. (48) (47)

La parcha granadina (Passiflora quadrangularis L.), conocida en otros paises como Badea,
Parcha Real, Maracuji Melao, Giant Granadilla, Rata Pohul y Timum Belanda, se encuentra con
frecuencia en plantaciones caseras usadas para el consumo familiar o venta, siendo su fruto
usado principalmente en la preparacion de bebidas refrescantes. En Ecuador las Pasifloraceas
son poco cultivadas a nivel comercial en varias zonas del Litoral ecuatoriano, (cantones
Valencia, La Mana, EI Empalme). (46)

Son pocas especies silvestres que presentan caracteristicas fenotipicas bien diferenciadas; en la
actualidad la parcha granadina tiene cierta importancia comercial ya que posee cualidades para
ser utilizada en la elaboracion de néctares como reemplazo a la papilla de pera. En Ecuador es de
inmediata necesidad producir frutas que remplacen la materia prima importada y la parcha

granadina es un prospecto importante. (46)

Es primordial invertir en su investigacién a fin de ir resolviendo los problemas que presenta su
cultivo; pues su escasa experiencia sobre este frutal evidencia la necesidad de investigar algunos
aspectos, como es su floracion y fructificacion, en especial en la zona central donde se localizan

la mayoria de las industrias fruticolas. (46)



1.2.5.1. Taxonomia

La clasificacion taxondmica de la badea (Passifloraquadrangularls L.) en elreino vegetal es:

Reino: Vegetal

Clase: Angiosperma
Subclase: Dicotiledonea
Orden: Parietal
Familia: Passifloracea
Género: Passiflora

Especie: quadrangularis L. (49) (50)

1.2.6.  Usos farmacolégicos

Passiflora edulis tiene muchos ambitos de utilidad farmacoldgica, entre ellos mejora la
sensibilidad a la insulina, pues la cascara aumenta las incretinas y neuropéptido hipotalamico;
ademas tiene accidén neuroprotectora, pues los triterpenoides cycloartane tienen efectos
protectores en células PC12; se usa ademas para aliviar colitis, se respalda en el aumento de la
actividad antioxidante y antiinflamatoria después del consumo de extracto de las hojas. (51) (52)
(53)

La Passiflora quadrangularis posee actividad sedante mediante la implicacion de la via
GABAérgicas del flavonoide apigenina; el extracto de P. quadrangularis es bactericidas y
anticancerigenas; en las hojas existe hemolisina, que tiene actividad hemolitica sobre el
colesterol; ademas extractos de esta Passiflora presentan accién foto protectora debido a la

produccién de flavonoides al ser expuesta a radiacion UV-B. (54) (55) (56)

1.2.7.  Composicion quimica

En el género de Passiflora se conoce mediante encuesta de literatura que existe alcaloides,
fenoles, flavonoides glicosilados y cianogénicos; siendo la Passiflora incarnata y pasiflora
edulis, las més estudiadas y caracterizadas; a continuacion se muestra los principales

componentes de Passiflora edulis: (16)
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1.2.7.1. Glicosidos

A partir del extracto etandlico de hojas secas, sew determiné un ciclopropano Triterpina,
denominado Passifloro fue aislado quimicamente era (22R), (24S) - 22,28 - epoxi - 24 - metil -
1,3,24,28 - tetrahidroxi- 9,19 - ciclo - 9 - lanostan - 4 - dico - d - glucosil éster; ademas la
Passiflora edulis es rica en glucosidos que incluyen Glucésidos de flavonoides, a saber,
luteolin - 6- C- chinovoside, Luteolina- 6 - C — fucésido; ademas de Ciclopentenoide Glicdsidos
de cianhidrina, pascicapsina (57) (58) (59)

Otros glicosidos son: Ciclopentenoide Glicésidos de cianhidrina, pascicapsina y pasibiflorina;
Glucdésidos cianogénicos Pasicoriacin, epipassicoriacin y epitetraphyllin B cyanogenic-
Rutinosido(R) -mandelonitrilo -1- ramnopiranosil - D-glucopiranosido; Ciclopentenoide
Glicésidos de cianhidrina, pascicapsina y pasibiflorina; Glucésidos cianogénicos Pasicoriacin;
epipassicoriacin y epitetraphyllin B; cyanogenic- Rutinosido {(R) --mandelonitrilo - 1 -

ramnopiranosil - D- glucopiranosido}. (60)(61)

En menor cantidad se encuentran: cyanogenic- - Rutinosido {(R) --mandelonitrilo - 1 -
ramnopiranosil - D-glucopiranosido; Amigdala, prunasina, mandelonitril oramnopiranosil -d-
glucopiranosido, sambunigrina; 6 - O - 1 - arabinopiranosil - d - glucopirandsidos de linalol,
alcohol bencilico y 3 metil-but-2en-1-ol; -d-glucopiranésido y 6-O- - L - ramnopiranosil - d -

glucopiranosido de salicilato de metilo Y -d-glucopiranésido de eugenol (62) (63)

1.2.7.2. Fenoles

Los principales fenoles son: 4 - hidroxi— gionol; 4 - oxo —giionol; 4 - hidroxi - 7,8 - Dihidro —
piionol; 4 - oxo - 7,8 - dihidro-giionol; 3 - oxo - 3-oxo-retro_o._ionolesisoméricos; 3-0x0-7,8-
dihidro-Bionol; 3 - hidroxi - 1,1,6 - trimetil - 1,2,3,4 - tetrahidronaftalenoVomifoliol y
dehidrovomifoliol; Alcoholes terpénicos, linalool y -aterpeneol terpeno dioles (E) y (Z2) - 2,6 -
dimetil - octa - 2,7 - Dieno - 1,6 - diol,2,6- dimetil-octa- 3,7-dien- 2,6-diol,2,6- Dimetil-1,8-
octanodiol(64)(65)

1.2.7.3. Alcaloides

Los alcaloides mas representativos son: harman (en mas alta concentracion 0,12 mg%),

harmine, harmaline y harmalol; las hojas son mas ricas en alcaloides. (66)

En menor cantidad, se encuentran diversos fito-constituyentes reportados en Passiflora

edulis, incluyendo los siguientes:
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1.2.7.4. Carotenoides

Se encuentran caracterizados los siguientes carotenoides: fitoeno, fitoflueno, ococaroteno,
neurosporeno, Pcaroteno, licopeno, prolopceno, monoepoxi-f-caroteno, B-criptoxantina, B-
citraurina, antheraxantina, violaxantina, neoxantina y-caroteno, co-criptoxantina, -papocarotenol.
(67) (68)

1.2.7.5. AcidoL-ascorbico

1.2.7.6. Antocianinas:

Cianidin-3-O-f —glucopiranosido y Cianidin - 3 - O - B- galactopiranosido; Cianidin - 3 —
glucosido; cianidin - 3 — 6” - malonil glucésido; Pelargonidina-3- glucésido.(69)

1.2.7.7. y- Lactonas:

v-hexa,y -deca y y-docecalacetona; y-Hepta, y-octa y y-nona lactona; cuatro Alquiladas y v-

lactonas. (70)

1.2.7.8. Componentes de sabor ésteres:

3-metil - tiohexan - 1 —ol; 2 - metil - 4 - propil - 1,3 — oxatiénenantiomerosedulans 1 y 11.(71)

1.2.7.9. Componentes volatiles de aceite

Caprolato de hexilo y butirato; caproato de etilo y butirato (95%); limoneno; 2 —tridecanona
(62,9%); acido (92)- octadecenoico (16,6%); 2 — pentadecanona (6,2%); acido hexadecanoico
(3,2%); 2 -tridecanol (2,1%); acido octadecanoico (2%) y éxido de cariofileno (2%).(72)

1.2.7.10. Amino&cidos:

Prolina, &cido aspartico, acido glutamico, serina, alanina. (73)
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1.2.7.11. Carbohidratos:

Fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa, lactosa y pectina. (74)

1.2.7.12. Minerales:

Na, K, Mg, Ca, Zn, Al, Mn, Fe.

1.2.8. Reacciones adversas

Existe poca referencia bibliografica sobre efectos adversos secundarios tras la ingesta de
Passiflora. Las vasculitis por hipersensibilidad y la alteracién de la conciencia, son con
frecuencia los efectos adversos, ademas el uso de Passiflora se relaciona ocasionalmente con la
aparicion de asma, rinitis y urticaria. Se cuenta con un caso descrito de taquicardia ventricular

producida por la ingesta de Passiflora en una persona sana de 34 afios de edad. (75)(76)

En el afio 2 000 se reportd en Estados Unidos 15 casos de toxicidad por consumo de patentes de
varios ingredientes de medicamentos donde las especies Passiflora formaban uno de los
constituyentes con informes de latidos erraticos del corazén y taquicardia, dolor severo de
cabeza, embolia, hepatitis, diarrea, neumonia, debilidad en extremidades superiores, hemorragia
intracerebral, dificultad en el habla documentados por el USFDA. (16)

Los reacciones adversas a los medicamentos (RAM) reportados por Agencia de Alimentos y
Medicamentos o Agencia de Drogas y Alimentos (USFDA) no se atribuyeron directamente a las
Passifloras por que los productos fueron productos fueron multi ingredientes; Passiflora edulis
ha demostrado toxicidad hepatobiliar y pancreatica en animales y humanos; el consumo durante
el embarazo y la lactancia no es recomendable debido a la presencia de los alcaloides pasiflores
y harmin. (75)
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1.3. Toxicidad

1.3.1. Definiciénes

1.3.1.1. Toxicologia

Ciencia que estudia las sustancias quimicas y agentes fisicos, su capacidad de producir
alteraciones patoldgicas 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. (77) (78) (79) (80)

1.3.1.2. Toxicidad

Se define como "el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos ocasionados por
agentes quimicos o fisicos sobre la estructura y funcion de los sistemas vivos y la aplicacion de
estos estudios para la evaluacion de la seguridad y la prevencién de dafios al hombre y a las
formas de vida atiles" (Hayes,1975).

El término cualitativo antes mencionado se refiere al tipo de érgano diana afectado, en
comparacion con otras sustancias conocidas, mientras que el término cuantitativo se refiere a la

relacién dosis-respuesta. (81)

1.3.1.3. Téxico

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 toxicas a concentraciones superiores a las fisiologicas; nos

referimos a los téxicos como xenobidticos o compuestos extrafios que proceden del exterior.

Cualquier xenobidtico endégeno o exdgeno, puede actuar como téxico. Depende de la condicidn

del sujeto, dosis, ambiente, etc (Paracelso, siglo XVI: “Todo depende de la dosis™) (77) (82)

1.3.1.4. Efecto toxicolégico

Algunas veces es dificil separar el efecto toxico de efecto farmacoldgico. 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 gréfica, la curva dosis respuesta para un
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efecto en particular (efecto hepatotdxico, nefrotoxico, mutagénico, embriotroxico, etc.) presenta
forma sigmoidal, siendo de particular interés examinar: (81) (79)

e Laformade la curva dosis respuesta
e Lasrespuestas a dosis bajas del agente
e Lanaturaleza de las respuestas a dosis altas

e La pendiente de la parte recta de la curva (acentuada = alta toxicidad; reducida = baja

toxicidad)

(hepatoxicidad, neurotoxicidad,
cancerogénesis, etc)

EFECTO

Figura 1-1: Dosis VS Efecto, DL50
Fuente: Ibg, 2005, http://www.igb.es/cbasicas/bioquim/cap9/c9s01_31.htm

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.

1.3.1.5. Dosis

La dosis es la cantidad absoluta de sustancia que ingresa al organismo (mg, g, ml). Existe
distintos tipos de dosis: (81)
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Dosis de exposi(‘i(')n (Cantidad de xenobiotico detectada en el ambiente
Dosis absorbida La cantidad real de la dosis de exposicion que ingresa en el organismo
Dosis administrada La cantidad administrada (puede ser oral o por otras vias)
Dosis Total La suma de las distintas dosis rectbidas por un organismo

Figura 2-1: Tipos de dosis
Fuente: Ibg, 2005, http://www.igh.es/cbasicas/bioquim/cap9/c9s01_31.htm

El rango de dosis necesario para producir un dafio en un organismo vivo es muy amplio. Un
parametro toxicoldgico utilizado es la Dosis Letal 50 (DL50; Figura 3). Puede definirse como la
cantidad de tdxico por peso de ser vivo que mata al 50% de la poblacion expuesta. Se relaciona
con la toxicidad aguda de una sustancia. Los estudios de toxicidad aguda tienen por objeto

determinar los efectos de una dosis Unica y muy elevada de una sustancia (tiempo corto).

Como usualmente, el punto final de estos estudios es la muerte del animal, la toxicidad aguda se
expresa por la dosis letal 50. Es una medida poco precisa, que depende, entre otros factores de la
via de administracion del compuesto asi como de la especie animal utilizada en su
determinacion. En Tabla 1 se presentan las DL50 de distintas sustancias quimicas; cada
substancia tiene su propio DL50. (83)(81) (79) (84)

o
o

F'-.»L:F' onse (Percent)

§- 10 15 20 25 30 35
I Dose (mg

Figura 3-1: Dosis VS porcentaje
Fuente: Ibg, 2005, http://www.igb.es/cbasicas/bioquim/cap9/c9s01_31.htm

1.3.2. Toxicidad aguda

Se define como la patologia que sobreviene, por una sola dosis del toxico, 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, aungque no en todos, se
presenta un fendmeno de reversibilidad pero, si la dosis es suficientemente alta, puede ocasionar

la muerte. (80)
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1.3.3.  Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD)

La Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico provee metodologia clara y
precisa para realizar evaluaciones toxicolégicas, para ello publicé las directrices 401, 414, 415,
416, 443, 420,421, 423, 425; donde se aborda el procedimiento a seguir para determinar si una
substancia es toxica, como clasificarla segun su grado de toxicidad y el uso ético de animales de
experimentacion; en la presente investigacion nos centraremos en las directrices 423 y 425. (85)
(86)

1.34. Directrices OECD 423 (ENSAYO DE PRODUCTOS QUIMICOS, Toxicidad Oral

Aguda; método de la Clase Tdxica Aguda)

Esta directriz crea acuerdos sobre valores de corte de la LD50 armonizados para la clasificacién
de los sustancias que difieren de los limites recomendados en la directriz OECD 401(Acute Oral
Toxicity), considera suficiente las pruebas en un solo sexo (usualmente hembras),
Este procedimiento es reproducible, utiliza pocos animales y es capaz de clasificar sustancias de
manera similar a los otros métodos de ensayo de toxicidad aguda (OECD 420-425). (85)

El método utiliza dosis predefinidas y los resultados permiten clasificar una sustancia de
acuerdo con el Sistema Mundialmente Armonizado para la clasificacion de sustancias quimicas,
los animales moribundos, o los animales que presenten signos de sufrimiento severo y duradero
seran sacrificados humanamente, el método no pretende el calculo de una DL50 precisa pero si

la permite. (85)

Antes del ensayo se dispondra informacidn sobre la sustancia de ensayo incluyendo la identidad,
estructura quimica, propiedades fisico-quimicas, resultados de ensayo sin vivo 0 in vitro
anteriores, datos toxicoldgicos estructuralmente relacionados, usos previstos de la sustancia;
para demostrar que la prueba es pertinente para la proteccién de la salud humana, ayudando en
la seleccidn de la dosis inicial mas apropiada. (85)

El namero inicial de animales es 3, con la misma dosis; si no se produce muerte de algln
animal, se inicia con una dosis mas alta en 3 ejemplares, un paso determinara el siguiente paso,

es decir no es necesario realizar mas pruebas.

17



1.3.4.1. Descripcion del método

La especie de animal seleccionada es de preferencia ratas hembras jévenes, sanas, nuliparas, de
peso +20% de la media de animales antes dosificados. EI ambiente de vivienda estard a 22°C (+
3°C), humedad de 50-60%, iluminacién artificial con secuencia de 12 horas, alimentacién
convencional de laboratorio, suministro ilimitado de agua potable; los animales se escogen

aleatoriamente, se los marca y aclimata minimo 5dias.

Las substancias de ensayo se administran en un volumen constante (solucién, suspension,
emulsion), evitando sobrepasar el volumen de dosis maxima para la administracion; si se usa
vehiculo, investigar la toxicidad del mismo, preparando las dosis poco antes de la
administracion, la sustancia se administra en una sola dosis por sonda gastrica utilizando un tubo
de estdbmago o una canula (sino es posible una dosis Unica, administrar en fracciones maximo en
24 horas). (85)

Los animales deben estar en ayunas entre 3 a 4 horas previo y posterior a la administracion; se
utilizan tres animales para cada paso, seleccionando el nivel de dosis inicial a utilizar de los
cuatro niveles fijados 5, 50, 300 y 2000 mg / kg de peso corporal; procurando que el nivel de
dosis inicial sea el mas probable que produzca mortalidad en algin animal dosificado; si no hay
muerte en dosificaciones con 2000mg /kg, no se realiza mas ensayos, declarando no toxica a la
sustancia analizada. (85)

Excepcionalmente y con justificacién por necesidades reglamentarias especificas de uso, se
considerara una dosis de 5000 mg /kg, en situaciones donde el investigador dispone de
informacién que el material de ensayo no sea toxico o tenga toxicidad s6lo por encima de las
dosis limite reguladoras; en situaciones donde hay poco o nada de informacién sobre toxicidad,
0 se espera que el material de ensayo sea toxico, se realiza un ensayo limite con dosis de 2000

mg/kg con seis animales. (85)

Se observa individualmente los animales después de la dosificacién al menos una vez durante los
primeros 30 minutos, periddicamente durante las primeras 24 horas, en especial durante las
primeras 4 horas, después por 14 dias atendiéndose el tiempo de ser necesario; el tiempo de
aparicion de toxicidad es fundamental, los registros deben ser individuales para cada animal,
observando ademas cambios en la piel, ojos, membranas mucosas, respiratorios, circulatorios y

patron de comportamiento. (85)

Se deben registrar los cambios de peso corporal de las ratas en estudio; después matarlos
humanamente, realizar una necropsia macroscoépica a todos los animales incluidos los muertos o

retirados del estudio, registrando todos los cambios patoldgicos graves, ademas realizar un
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examen microscopico de 6rganos que muestren evidencia de patologia macroscopica.

Se debe realizar un informe con:

Datos individuales sobre los animales, tabulandose y resumiendo el ndmero de
animales con signos de toxicidad, nimero de animales muertos durante la prueba o por
razones humanitarias, el curso temporal de los efectos toxicos y la reversibilidad,

necropsia.

Informe de prueba con la sustancia de ensayo (caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas, taxonomia, pureza, vehiculo usado), animales de ensayo (sepa,
numero, edad, sexo, dieta), condiciones de vivienda, detalles de la formulacion de la
sustancia de ensayo, detalles de la administracion de la sustancia de ensayo
(volimenes, tiempo de dosificacion), calidad de alimentos y agua, justificacion para

la seleccion de la dosis inicial.

Resultados tabulados de: signos de toxicidad (mortalidad; Naturaleza, gravedad y
duracion de los efectos); peso corporal individual (inicial, final, cambios de peso
corporal, a intervalos semanales); fecha y hora de la muerte si es antes del sacrificio
programado; evolucion temporal de los signos de toxicidad (reversibilidad); hallazgos
de necropsia y hallazgos histopatol6gicos. Discusion, interpretacién de los resultados y

conclusiones.
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Tipoy Disefio de Investigacion.

La presente investigacion es de tipo exploratoria, correlacional, con disefio experimental debido
a la manipularon de distintas variables in vivo, que permitié observar el nivel toxicoldgico
agudo tras la administracion oral del extracto etandlico de P. edulis y P. quadrangularis. se usé

un modelo control Rattus norvegicus hembra.

2.2. Lugar de investigacion

La parte experimental se realiz6 en el laboratorio de Recursos naturales y Bioterio de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia.

2.3. Materiales equipos y reactivos

2.3.1. Materiales
2.3.1.1. Material Bioldgico
Se utilizé ratas (Rattus norvegicus) adquiridas del bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela

de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, con un peso de

150g, de sexo femenino y con una edad promedio de tres meses.

2.3.1.2. Material Vegetal

Como materia prima se utiliz6 hojas secas de P. edulis y P. quadrangularis.
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2.3.1.3. Materiales de laboratorio

e Baldon esmerilado (250mL)

e Baldn de aforo (1000mL)

e Varilla de agitacién

e Vasos de precipitacién (10mL, 50mL, 250mL)
e Vaso del liofilizador (250mL)

e Tripode

e Papelfiltro

e Algoddn

e Varilla de agitacion

e Pipetas volumétricas (5mL, 10mL)
e Pipetas Graduadas (5mL, 10mL)

e Probetas (100mL, 1000mL)

e Embudo simple y buchner

e Papelaluminio

e Parafilm

e (Canula

e Jeringa (5mL)

2.3.1.4. Equipos

e Balanza analitica (Radway)

e Liofilizador (Thermo)
e Molino (Thomas)
e Sonificador (Branson)
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e Estufa (Memmert)
e Congelador (Whirlpool)
e Desecador

e Rota Vapor (B Ochi)

e Computador

e Bomba al Vacio (Gast)

e Equipo de hematologia, Hematology Analyzer IQ H360s

e Equipo de quimica sanguinea, Erba Mannheim XL-180

2.3.1.5. Reactivos

e Agua destilada

e Alcohol potable (96%)

e Alcohol preparado al 85%
e Propilenglicol 15%

e Extracto etandlico de P. edulis y P. quadrangularis (300mL/kg, 2000mL/kg)

2.4. Metodologia

2.4.1. Preparacion del extracto etandlico de P. edulis y P. quadrangularis

Las hojas de P.edulis y P. quadrangularis fueron recolectadas en el cant6n Pallatanga,
Provincia de Chimborazo, Ecuador; identificadas taxonémicamente por el Herbario de la
ESPOCH; las hojas secas fueron trituradas y tamizadas con malla namero 14, el extracto

etandlico de las hojas fue preparado seguln la técnica del CYTED, 1995. (99)

El material seco y pulverizado de las hojas fue macerado con etanol al 85% durante 72 horas, a
temperatura ambiente, protegido de la luz; se sonicé durante 30 minutos a una temperatura de
20°C; se us6 filtro rapido (poros de 4,7 — 4,6 micras) y se concentr6 a sequedad en un

evaporador rotatorio a 200 rpm con una temperatura de 40°C.
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El concentrado fue liofilizado a -45°C y 100 atmosferas de presion, durante 24 horas; para
alcanzar la temperatura ideal se usé Nitrogeno Liquido, el liofilizado fue conservado en un

frasco color &mbar a 4°C.

2.4.2. Cromatografia en capa fina (CCF)

En el extracto liofilizado se determiné glicésidos flavénicos mediante cromatografia capa fina,
como se observa en el Gréfico 1-2, se prepar6 soluciones alcohélicas de 2000 ppm, luego se
sembré 10 ulL con pipeta automatica en una placa cromatografica.

Después se introdujo la placa en la cuba, hasta que el solvente recorra las ¥ partes de la placa;
se utilizo de fase mévil &cido acético: acido férmico: agua (100:11:11:26), se retird la placa,
secO y reveld con cloruro de aluminio, posterior se observo en la camara UV, midiendo los
factores de retencion (Rf). (100)

Cromatografia en capa fina
(CCF)

v

Passiflora edulis Passiflora quadrangularis

ioluciones 2000 ppm

—> | Tomar 10puL de cada solucidn en la
placa cromatografica

Y

Dejar eluir hasta las tres cuartas partes
de la placa mediante fase movil: Acido
acético: acido formico: agua
(100:11:11:26)

v

Revelar con cloruro de aluminio

v

Observar a luz UV y medir los Rf

Figura 1-2 Flujo grama de cromatografia en capa fina (CCF)
Fuente: CHAVEZ, Luis, 2017
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El contenido de flavonoides en el extracto liofilizado de cada especie se determind mediante
espectrofotometria en tres repeticiones, basada en el estudio de Hua & Teik, 2012; como se
observa en el Gréfico 2-2, se realiz6 una solucion de 200 ppm, se tomo una alicuota de 200 pL y
se afiadié 300 uL de NaNOz2 al 5% p/v, se homogeniz6 la mezcla, se dej6 en reposo durante 5
minutos, se afiadié 300 uL de AICI3 al 10% p/v, se agitd y se dejé en reposo durante 6 min.

Se finaliz6 agregando 300 uL de NaOH 1M; la absorbancia de la reaccion se midio después de 6
minutos a 510 nm. La concentracion de flavonoides fue establecida empleando una curva de
calibracion usando como patrén rutina de 20 a 100 mg/L. Los flavonoides totales se expresan

como miligramos de rutina por gramos de extracto liofilizado. (101)(102)

Cuantificacion de flavonoides totales

| l

Passiflora edulis Passiflora

Solucién 200 ppm

\

Colocar 200 pL de cada
solucion

\

Afadir 300 pL de
NaNO?2 al 5% p/v

Vi

Afadir 300 uL de AICI3
al 10% p/v

\/
Afadir 300 uL de NaOH
1M

v

Medir la absorbancia a
510 nm

v

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

Figura 2-2 Flujograma de cuantificacion de flavonoides totales
Fuente: CHAVEZ, Luis, 2017
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24.3. Tipoy Disefio de Experimentacion

2.4.2.1. Poblacion de Estudio

En la presente investigacion se desarroll6 un disefio experimental, con una poblacion de

estudio de 36 ratas.

2.4.2.2. Seleccion de la Muestra (Rattus norvegicus)

En la investigacion se uso ratas albinas norvegicus, hembras, de 3 meses de edad, pesando en
promedio 200 g como se muestra en la tabla 1-2; adquiridas y mantenidas en el bioterio de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), con alimento y agua ad libitum,
temperatura promedio de 22°C y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas. Respetando normas
y procedimientos éticos para el manejo de animales de laboratorio establecidos
internacionalmente. (85)(86).

Tabla 1-2 Caracteristicas del animal de experimentacion

CARACTERISTICAS Rattus norvegicus
Cantidad 36

Edad adultez

Sexo Hembra

Peso promedio 200¢g

Fuente: CHAVEZ, Luis, 2017

2.4.2.3. Unidad de analisis

Los animales de experimentacion fueron distribuidas en 6 grupos (blanco, vehiculo, P. edulis
300 mg/Kg, P. quadrangularis 300 mg/Kg, P. edulis 2 000 mg/Kg y P. quadrangularis 2 000
mg/Kg); cada grupo conformado por 6 animales (h = 6), como se muestra en la Tabla 2-2.

Durante 30 dias se realizo la aclimatacion de los animales.
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Tabla 2-2 Distribucion de los animales de experimentacion en grupos.

Grupo Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV GrupoV | Grupo VI
Control Vehiculo P. edulis P. quadrangularis P. edulis | P. quadrangularis
300 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg | 2000 mg/Kg
NUmero de
. 6 6 6 6 6 6
animal
Especie Rattus norvegicus
Sexo
Hembras
Edad
3 meses
Peso
promedio 200¢g
) Una Unica Una unica dosis Una unica Una unica dosis
Concentracion Pr_opllen- dosis de 300 de 300 mg/Kg dosis de de 2000 mg/Kg
de Passiflora 0 glicol mg/Kg de de 2000 mg/Kg de
administrada al 15% P. edulis P. quadrangularis de P. quadrangularis
acadaanimal | acadaanimal del P. edulis a cada animal del
del grupo grupo acada grupo
animal del
grupo
Viade
- . Oral
administracion
Materia
prima P. edulis P. quadrangularis P. edulis P. quadrangularis
Parte de la Hojas

planta usada

Fuente: CHAVEZ, Luis, 2017

2.4.4. Periodo de investigacion (Bioensayo)

2.4.3.1. Ambientacion

Después de asociar a los animales por grupos, se controlé por 15 dias las condiciones de macro

y microambiente, se us6 bebederos con 200mL de agua por dia, y 10g/dia/rata de alimentacion,
en conformidad al protocolo de investigacion del Bioterio de la Escuela de Bioquimica y

Farmacia de la ESPOCH. Con una temperatura de 25°C +/- 2°C, humedad relativa de 40% con

una variedad de 10%, en un sistema de iluminacion 12/12 que equivale 12 horas de luz y 12 de

oscuridad. (105)
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2.4.3.2. Administracién y control por 14 dias

Después del periodo de aclimatacion se realiz6 la extraccion sanguinea de cada rata, utilizando

la técnica de corte en el primer tercio distal de la cola.

En las muestras sanguineas se evalud pardametros hematologicos (Globulos rojos, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, CHCM, Leucocitos, Neutrofilos Linfocitos, Monocitos, Eosinofilos
y basofilos) y bioguimica sanguinea (Urea, Creatinina, Bilirrubina Total, AST, ALT); las

determinaciones hematoldgicas y quimica sanguinea se realizé en equipos automatizados. (103)

Posterior a la extraccidén sanguinea se pesé a todos los animales, con los pesos se calcul6 el
volumen del extracto de las Passifloras a ser administrado a cada animal de los grupos (P.
edulis 300 mg/Kg, P. quadrangularis 300 mg/Kg, P. edulis 2 000 mg/Kg y P. quadrangularis 2
000 mg/Kg); la administracion se realiz6 por via oral, usando una céanula, evitando lastimar al

animal.

Después de la administracion se observo por 14 dias el comportamiento de los animales, con
énfasis en las primeras 48 horas, observando cambios de piel y pelaje, color y lacrimacién de
ojos, actividad autonomica, patrén respiratorio, respuesta a la manipulacion, movimientos
tonicos o clonicos, cambios de conducta; se midié consumo de agua, alimentacion y peso. (104)

Al finalizar el dia 14 se realiz6 la extraccion sanguinea a cada animal para evaluar los mismos
parametros de hematologia y quimica sanguinea realizados en el dia de la administracion. Se
sacrifico a los animales, extrayendo los érganos (cerebro, corazén, pulmoén, higado y rifién) para
realizar un analisis histopatol6gico macro y microscopico, comparando el peso y apariencia de

los 6rganos de los grupos Il 1V, V, VI con los érganos del Grupo | y con bibliografia.

Posterior al analisis macroscopico se colocé los érganos en contenedores estériles rotulados con
el numero del animal y el nimero del grupo; las muestras fueron fijadas para que las células y
tejidos no sufran cambios; el procesamiento inicial de las muestras se realiz6 en equipo
automatizado, el cual contiene cubetas listas con soluciones que permiten deshidratar
eliminando exceso de agua y fijador; se aclar6 (diafanizacion) las muestras previo a la inclusion
usando parafina caliente en estado liquido.

Posterior a la inclusion se bloque6 las muestras usando un molde de acero para fijar la muestra;
se realizd los cortes histologicos a un diametro de 5 micrémetros con la ayuda del micr6tomo
para un corte limpio; se ejecut6 el Montaje en placas portaobjetos; se efectud la coloracion de la
muestra bioldgica usando la coloraciéon Hematoxilina-Eosina; finalmente se observd
microscopicamente las muestras.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISISDE RESULTADOS

3.1.  Andlisis de los parametros hematologia y quimica sanguinea, antes (dia 0) y
después (dia 14) de la administracion de P. edulis y P. quadrangularis.

3.1.1. Urea

El anélisis de urea se realiz6 para indagar el funcionamiento del rifion del animal de
experimentacion, en la Tabla 1-3 y Tabla 3-3 se muestran los resultados en el ensayo antes (dia
0) y después de la administracion (dia 15); con los resultados se realizd una andlisis Anova, en
la Tabla 2-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la administracion es 0.8, no
existe una diferencia significativa en los valores de urea, mostrando un correcto funcionamiento

renal.

En Tabla 4-3 se muestran que la probabilidad de test Anova al final del ensayo es 1,829 E -09,
mostrando diferencia entre los grupos a los que se administrd P. edulis y P. quadrangularis con
el grupo control y vehiculo, en la Figura 1-3 se evidencia el aumento en los promedios de los
resultados de Urea en el dia 15, los valores promedio del grupo P. edulis y P. quadrangularis en

concentracion de 2 000 mg/Kg sobrepasan el VRN.

Segun Rojas (2 006, p.3) el aumento en los valores de urea se debe a alteracién funcional renal
provocado por hipotension, debido a la presencia de altas concentraciones de flavonoides de la
P. edulis, sobre todo quercetina, importante hipotensor, provocando caida del flujo sanguineo y

la presion arterial sistolica y diastdlica.

Madridejos (2 016, p.37) indica que la disminucién del flujo sanguineo produce disminucién en
el filtrado glomerular, aumentando los valores de Urea; el efecto antihipertensivo de la P. edulis
ha sido comprobado por Rojas (2 006, p. 3). (87)(88)
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Tabla 1-3 Valores obtenidos de urea dia 0, antes de la administracion, (valor de

referencia 32-54mg/dL)

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 mg/Kg | quadrangularis mg/Kg quadrangularis
300 mg/Kg 2000 mg/Kg
1 40,80 52,80 48,10 52,80 44,40 52,70
2 50,00 51,10 46,00 47,70 47,20 50,00
3 48,20 47,70 50,50 52,00 35,40 49,70
4 45,90 50,10 40,90 46,00 49,70 42,90
5 46,70 46,70 49,70 30,10 50,20 50,40
6 49,80 41,70 40,20 50,50 45,40 48,90
PROMEDIO 46,90 48,35 45,90 46,52 45,38 49,10
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 2-3 Resultados del analisis Anova para urea antes de la administracion.
Origen de las Suma de Grados de Promedio de E Probabilida | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los d para F
cuadrados
Entre grupos 61,78 5,00 12,36 0,47 0,80 2,53
Dentro de los grupos 790,35 30,00 26,35
Total 852,13 35,00
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 3-3 Valores de urea dia 15, después de la administracion.
Grupos/ Blanco Vehicul P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 0 300 mg/Kg quadrangularis mg/Kg quadrangularis
1 49,60 51,00 51,90 56,40 52,30 61,00
2 40,70 51,20 52,00 48,50 53,00 58,60
3 50,50 43,70 51,90 46,90 62,90 54,40
4 42,60 51,70 52,80 47,20 53,60 54,90
5 50,70 56,70 52,90 55,60 73,90 65,10
6 50,27 39,80 53,00 56,20 53,30 59,30
PROMEDIO 47,40 49,02 52,42 51,80 58,17 58,88

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 4-3 Resultados del analisis Anova para urea después de la administracion.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los | F Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilida | para F
d
Entre grupos 662,12 5,00 132,42 4,64 1,829E- | 2,53
Dentro de los 857,05 30,00 28,57
grupos
Total 1.519,17 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 1-3 Grafico comparacion de los valores de urea antes y después de la administracion.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

3.1.2. Creatinina

El analisis de Creatinina se realizé para indagar el funcionamiento del rifion del animal de
experimentacion, en la Tabla 5-3 y Tabla 7-3 se muestran los resultados en el ensayo antes y
después de la administracion (dia 14); con los resultados se realiz6 una analisis Anova, en la
Tabla 6-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la administracion es 0,92, no existe

una diferencia significativa en los valores entre los grupos.
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Mostrando un correcto funcionamiento renal al inicio del ensayo, pues los valores de Creatinina
en la Tabla 5-3 no exceden los VRN; en Tabla 8-3 se muestran que la probabilidad de test
Anova al final del ensayo es 7,5972E-07, mostrando diferencia entre los grupos a los que se
administro las Passifloras con el grupo control y vehiculo, en la Figura 2-3 se evidencia el
aumento en los promedios de los resultados de Creatinina en el dia 15 con respecto al dia 1

antes de la administracion.

Segun Rojas (2 009, p. 12) el aumento en los valores de creatinina se debe a alteracién funcional
renal provocado por hipotensidn, debido a la presencia de altas concentraciones de flavonoides
de la P. edulis, sobre todo quercetina, importante hipotensor, provocando caida del flujo
sanguineo y la presion arterial sistdlica y diastélica; en la presente investigacion los valores no

exceden los VRN.

Tabla 5-3 Valores obtenidos de creatinina dia 0, antes de la administracion, (VRN: 0.69-
2.19 mg/dL)

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 mg/Kg quiagfangglgris mg/Kg qqa}q[angu'!gris
1 0,87 0,72 0,65 0,43 0,61 0,65
2 1,28 1,61 0,51 0,43 1,20 1,09
3 1,19 0,80 0,83 1,15 0,54 0,77
4 1,23 0,71 0,91 1,53 0,70 0,77
5 0,87 0,80 1,51 0,73 1,70 0,77
6 0,69 0,71 0,83 1,43 0,42 0,67
PROMEDIO 1,02 0,89 0,87 0,95 0,86 0,79

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 6-3 Resultados de Anova para creatinina antes de la administracion.
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los | F Probabilidad | Valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados critico para
F
Entre grupos 0,19 5,00 0,04 0,29 0,92 2,53
Dentro de los 4,04 30,00 0,13
grupos
Total 4,24 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 7-3 Valores obtenidos de creatinina dia 15, después de la administracion.

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 mg/Kg | quadrangularis mg/Kg guadrangularis
1 0,910 0,900 0,860 1.06 1,770 1,670
2 0,780 0,790 1,180 0,720 2,010 2,060
3 0,930 0,810 0,740 1,600 2,080 1,720
4 1,380 0,850 1,020 1,030 1,600 2,600
5 0,910 0,790 0,860 1,660 2,600 2,170
6 0,830 0,850 1,740 0,920 1,810 2,600
PROMEDIO 0,957 0,832 1,067 1,186 1,978 2,137
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 8-3 Resultados de Anova para creatinina después de la administracién
Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilid | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados ad para F
Entre 8,653 5,000 1,731 | 15514 7,5972E- | 2,621
grupos 07
Dentro de 2,677 24,000 0,112
los grupos
Total 11,330 29,000

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 2-3 Gréafico comparacion de los valores de creatinina antes y después de la

administracion.

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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3.1.3. Bilirrubina

El analisis de Bilirrubina se realizé para indagar el funcionamiento del higado del animal de
experimentacion, en la Tabla 9-3 y Tabla 11-3 se muestran los resultados en el ensayo antes
(dia 0) y después de la administracién (dia 15); con los resultados se realizé una analisis
Anova, en la Tabla 10-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la administracion es

0.20, no existe una diferencia significativa en los valores entre los grupos.

Mostrando un correcto funcionamiento hepético al inicio del ensayo, pues los valores de
Creatinina en la Tabla 9-3 no exceden los VRN; en Tabla 11-3 se muestran que la probabilidad
de test Anova al final del ensayo es 0,0228, mostrando diferencia entre los grupos a los que se
administro las Passifloras con el grupo control y vehiculo, en la Figura 3-3 se evidencia el
aumento en los promedios de los resultados de Bilirrubina en el dia 15 con respecto al dia 0

antes de la administracion.

La elevacion en los valores de Bilirrubina podria deberse a la presencia de saponinas
triterpernoidales en las hojas de P. edulis y P. quadrangularis, las cuales segun Al- Habori (2
002, p.13) puedan ser responsables de alteracion funcional del higado. (95)

Burgos (2 004) maniesta que la mayoria de las saponinas triterpeinodales tienen una estructura
quimica similar a las hormonas esteroideas, una de las hormonas que presenta mayor semejanza
es el estrogeno, la cual segiin Yamamoto (2 006, p. 18) presenta efecto hepatotoxico y alteracion

funcional del higado, aumentando los valores de Bilirrubina. (93)(95)(96)

En la presente investigacion los valores de bilirrubina en el dltimo dia, no sobrepasaron los
VRN, asumiendo ausencia de toxicidad hepatica, pues segln la conferencia de febrero de 2 001
de la Agencia de Alimentos y Medicamento (FDA), manifiesta que para determinar
hepatotoxicidad, los valores de bilirrubina deben aumentar el doble del limite superior del VRN,

asociado a cualquier aumento de fosfatasa alcalina y/o TGO (AST). (90)
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Tabla 9-3 Valores obtenidos de bilirrubina dia 0, antes de la administracion, (VRN:
0.042-0.25 mg/dL)
Grupos/ Blanco | Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 mg/Kg | quadrangularis mg/Kg quadrangularis
1 0,110 0,099 0,095 0,081 0,130 0,098
2 0,099 0,100 0,240 0,210 0,190 0,097
3 0,100 0,100 0,180 0,095 0,099 0,098
4 0,099 0,099 0,150 0,060 0,210 0,099
5 0,100 0,098 0,093 0,089 0,120 0,098
6 0,110 0,099 0,098 0,220 0,110 0,099
PROMEDIO 0,103 0,099 0,143 0,126 0,143 0,098
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 10-3 Resultados de Anova para Bilirrubina antes de la administracion
Origen de Suma Grados Promedio de E Probabilidad | Valor
las de de los cuadrados critico
variacione cuadra libertad para F
Entre 0,01 5,00 0,00 1,55 0,20 2,53
grupos
Dentro de 0,05 30,00 0,00
los grupos
Total 0,07 35,00
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 11-3 Valores obtenidos de bilirrubina dia 15, después de la administracion
Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 quadrangularis mg/Kg quadrangularis
1 0,099 0,099 0,098 0,093 0,115 0,330
2 0,099 0,099 0,230 0,270 0,094 0,215
3 0,098 0,110 0,190 0,110 0,280 0,200
4 0,099 0,100 0,150 0,094 0,140 0,160
5 0,100 0,099 0,098 0,120 0,220 0,350
6 0,098 0,110 0,099 0,290 0,310 0,100
PROMEDIO 0,099 0,103 0,144 0,163 0,193 0,140

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 12-3 Resultados de Anova para bilirrubina después de laadministracion
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre 0,0751 5,0000 | 0,0150 3,0919 | 0,0228 2,5336
grupos
Dentro de 0,1458 30,0000 | 0,0049
los grupos
Total 0,2210 35,0000

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 3-3 Gréafico comparacién de los valores de bilirrubina antes y después de la

administracion.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

314. TGO

El anélisis de la enzima aminotransferasa de aspartato (TGO o AST) se realizé para indagar el
funcionamiento del higado del animal de experimentacion, en la Tabla 13-3 y Tabla 15-3 se
muestran los resultados en el ensayo antes (dia 0) y después (dia 15) de la administracién; con
los resultados se realiz6 una andlisis Anova, en la Tabla 14-3 se muestra que el valor de la
probabilidad antes de la administracion es 0.49, no existe una diferencia significativa de los

valores promedio entre los grupos.

Mostrando un correcto funcionamiento hepatico al inicio del ensayo, pues los valores de TGO
en la Tabla 13-3 no exceden los VRN; en Tabla 16-3 se muestran que la probabilidad de test

Anova al final del ensayo es 2,63235E-06, mostrando diferencia entre los grupos a los que se
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administro las Passifloras con el grupo control y vehiculo; demostrando influencia de las

Pasifloras sobre los animales.

En la Figura 4-3 se evidencia el aumento en los promedios de los resultados de TGO en el dia
15 con respecto al dia 0 antes de la administracion, sobrepasando en los grupos P. edulis 2 000
mg/Kg y P. quadrangularis 2 000 mg/Kg; Segun Risso (2 016,p.2) reporta que la elevacion de
la enzima con frecuencia no demuestra dafio hepatico, sino mas bien “tolerancia adaptativa”,

debido a que los valores retornan a la normalidad.

La tolerancia adaptativa se da por la gran capacidad de auto regeneracion del higado; segun la
Asociacion Americana Para El Estudio De Enfermedades Hepaticas en la conferencia del 2 011,
manifiesta que para determinar toxicidad, los valore de TGO y TGP deben aumentar en 300 %
del limite superior del VRN; los aumentos de TGO representan alteracion funcional y no dafio
hepatico. (90)(92)

Tabla 13-3  Valores obtenidos de TGO (AST) dia 0, antes de la administracién, (VRN:
49.23 - 95.01 U/L)

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 | P. quadrangularis
animales 300 mg/Kg | quadrangularis mg/Kg 2000 mg/Kg
1 49,00 55,90 68,90 63,90 83,00 97,50
2 57,20 63,20 65,80 73,10 77,30 46,00
3 68,80 49,00 75,20 83,80 85,20 49,80
4 69,80 86,00 54,20 83,10 68,00 74,70
5 63,00 79,00 65,80 83,10 68,00 99,80
6 58,80 86,00 75,20 73,90 57,30 54,70
PROMEDIO 61,10 69,85 67,52 76,82 73,13 70,42

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

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

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilida para F
d
Entre grupos 849,79 5,00 169,96 0,90 0,49 2,53
Dentro de los 5.651,69 30,00 188,39
grupos
Total 6.501,48 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 15-3  Valores obtenidos de TGO (AST) dia 15, después de la administracion

Grupos/ Blanco Vehicul | P. edulis P. P. edulis 2000 | P. quadrangularis
animales 0 300 quadrangularis mg/Kg 2000 mg/Kg
SIN COLOR 84,700 | 47,400 91,800 95,600 95,300 105,300
1 59,200 81,200 81,500 86,900 101,700 94,300
2 66,400 79,600 71,600 92,000 90,500 107,700
3 58,900 | 55,700 90,100 86,000 93,000 89,000
4 74,700 79,200 73,600 96,900 100,000 97,700
5 59,200 59,000 68,100 72,000 89,700 99,300
PROMEDIO 67,183 | 67,017 79,450 88,233 95,033 98,883

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 16-3  Resultados de Anova para TGO después de la administracién

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilid para F
Entre 5.651,393 5,000 1.130,279 11,631 | 2,63235E- | 2,534
Dentro de 2.915,267 30,000 97,176
los grupos
Total 8.566,660 35,000

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 4-3 Grafico comparacion de los valores de TGO (AST) antes y después de la

administracion.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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315 TGP

El analisis de la enzima aminotransferasa de alanina (TGP o ALT) se realiz6 para investigar el
funcionamiento del higado del animal de experimentacion, en la Tabla 17-3 y Tabla 19-3 se
muestran los resultados en el ensayo antes y después de la administracién (dia 15)
respectivamente; con los resultados se realizé una analisis Anova, en la Tabla 18-3 se muestra
que el valor de la probabilidad antes de la administracion es 0,75, no existe una diferencia

significativa en los valores entre los grupos.

Mostrando un correcto funcionamiento hepatico al inicio del ensayo, pues los valores de TGP
en la Tabla 17-3 no exceden los VRN; en Tabla 20-3 se muestra que la probabilidad de test
Anova al final del ensayo es 0,017, mostrando diferencia entre los grupos a los que se
administro las Passifloras con respecto al grupo control y vehiculo; demostrando influencia de

las Pasifloras sobre los animales.

En la Figura 5-3 se evidencia el aumento en los promedios de los resultados de TGP en el dia 14
con respecto al dia 1 antes de la administracion, los grupos P. quadrangularis 300 mg/Kg, P.
edulis 2 000 mg/Kg y P. quadrangularis 2 000 mg/Kg sobrepasando los VRN; Navarro (2006,
p.13) diferencia entre injuria hepatica (dafio tisular hepatico) y alteracion funcional hepatico,
por la elevacion de los valores de la enzima, en la injuria la elevacion es en alto porcentaje sobre
los VRN. (92)

Segun la FDA (2 001) aumentos en los valores de TGP son considerados como injuria hepética
cuando sus valores aumentan un 300 % sobre el VRN, asociados a patologia macro y
microscopica en el higado; los valores de TGP no exceden en alto porcentaje los VRN,

indicando ausencia de injuria hepatica. (92)

Tabla 17-3  Valores obtenidos de TGP (ALT) dia 0, antes de la administracion, (VRN:
25.18 - 48.01U/L).

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 quadrangularis mg/Kg quadrangularis
1 42,60 43,10 36,80 49,00 48,50 53,40
2 52,70 42,00 48,20 51,60 45,40 42,60
3 46,20 45,70 48,50 43,90 45,70 40,80
4 46,70 47,70 42,60 50,60 47,00 43,40
5 42,60 53,10 48,20 41,60 48,50 40,80
6 56,70 47,70 48,50 40,60 47,00 43,40
PROMEDIO 47,92 46,55 45,47 46,22 47,02 44,07

Realizado por: Luis Chavez, 2017
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Tabla 18-3  Resultados de Anova para TGP antes de la administracion
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los | F Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilida | para F
d
Entre grupos 52,95 5,00 10,59 | 0,54 0,75 2,53
Dentro de los 590,95 30,00 19,70
grupos
Total 643,90 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 19-3 Valores obtenidos de TGP (ALT) dia 15, después de la administracion
Grupos/ Blanco Vehiculo | P.edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 guadrangularis mg/Kg guadrangularis

1 49,00 41,50 54,60 47,00 48,50 53,40
2 42,70 39,10 48,20 65,60 55,40 72,60
3 52,60 43,10 43,60 48,70 85,70 40,80
4 32,30 49,00 47,00 46,20 57,00 63,40
5 53,90 53,10 39,60 42,70 48,50 80,80
6 49,00 43,50 47,00 47,00 87,00 53,40
PROMEDIO 46,58 44,88 46,67 49,53 63,68 60,73

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 20-3 Resultados de Anova para TGP Después de la administracion.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los | F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F

Entre grupos 1.963,718 5,000 | 392,744 3,303 0,017 2,534
Dentro de los 3.567,525 30,000 | 118,918

grupos

Total 5.531,243 35,000

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 5-3 Gréafico comparacién de los valores de TGP (ALT) antes y después de la

administracion.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

3.1.6. Gldébulos blancos

El analisis de globulos blancos se realizd para investigar posibles cambios hematolégicos en el
animal de experimentacion, en la Tabla 21-3 y Tabla 23-3 se muestran los resultados en el
ensayo antes (dia 0) y después de la administracién (dia 15); con los resultados se realiz6 una
andlisis Anova, en la Tabla 22-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la
administracion es 0.96, no existe una diferencia significativa en los valores entre los grupos.

Mostrando ausencia de posibles infecciones al inicio del ensayo, pues los valores de glébulos
blancos en la Tabla 21-3 no exceden los VRN; en Tabla 24-3 se muestra que la probabilidad de
test Anova al final del ensayo es 1,4133E-05, mostrando diferencia entre los grupos a los que se
administrd las P. edulis y P. quadrangularis con respecto al grupo control y vehiculo;

demostrando influencia de las Pasifloras sobre los animales.

En la Figura 6-3 se evidencia el aumento en los promedios de los resultados de glébulos blancos
en el dia 14 con respecto al dia 1 antes de la administracion, los grupos edulis 2 000 mg/Kg y P.
guadrangularis 2 000 mg/Kg sobrepasaron ligeramente los VRN; Amit D. Kandhare (2015)
manifiesta que el aumento no significativo en el valor de glébulos blancos se se relaciona con
respuestas propias del organismo al ingerir una sustancia extrafia, directamente proporcional a la

dosis.

Ben-Gui Ye (2014), concluye que al administrar dosis de 1000, 2000 4000 y 10000 mg/Kg a
ratas, no se encuentra una diferencia significativa en los valores de glébulos blancos, Ahlem et

al. (2009) manifiesta que el extracto de Passifloras no provoca alteraciones en glébulos blancos.
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Tabla 21-3

Valores obtenidos de glébulos blancos dia 0, antes de la administracion,

(VRN: 4-10 X10E12/L).

Grupos/ Blanco Vehicul | P.edulis | P.quadrangularis | P.edulis 2000 | P. quadrangularis
animales 0 300 300 mg/Kg mg/Kg 2000 mg/Kg

1 8,45 9,46 8,32 6,73 8,38 5,31

2 7,15 7,15 7,33 7,21 7,98 7,21

3 7,80 8,25 7,38 8,23 9,15 8,29

4 7,48 7,08 1,27 9,13 6,35 9,91

5 7,64 8,31 7,35 6,72 8,18 8,41

6 7,56 7,67 7,31 9,03 7,45 7,69

PROMEDIO 7,68 7,99 7,49 7,84 7,92 7,80

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 22-3  Resultados de Anova para glébulos blancos antes de laadministracion.
Origen de las Suma de Grados de Promedio de E Probabilidad Valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados critico para

F

Entre grupos 0,94 5,00 0,19 0,20 0,96 2,53
Dentro de los 27,96 30,00 0,93
grupos
Total 28,91 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 23-3  Valores obtenidos de globulos blancos dia 15, después de la administracién
Grupos/ Blanco Vehiculo | P.edulis | P.quadrangularis | P.edulis 2000| P. quadrangularis
animales 300 300 mg/Kg mg/Kg 2000 mg/Kg

1 8,15 8,36 10,38 10,60 10,36 10,93
2 7,05 9,19 9,75 10,02 11,03 10,84
3 9,41 7,09 8,04 9,82 9,78 9,40
4 7,63 8,98 8,91 9,73 9,97 9,51
5 8,06 8,41 9,38 8,99 10,13 9,89
6 8,20 9,19 9,95 10,82 10,08 10,08
PROMEDIO 8,08 8,54 9,40 10,00 10,23 10,11

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 24-3  Resultados de Anova para globulos Blancos después de laadministracion.
Origen de Suma Grados Promedio de F Probabilidad Valor
las de de los cuadrados critico para
variaciones cuadrad libertad E
Entre 24,10 5,00 4,82 9,67 | 1,4133E-05 | 253
grupos
Dentro de 14,95 30,00 0,50
los grupos
Total 39,05 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 6-3 Grafico comparacion de los valores de globulos blancos antes y después de la

administracion.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

3.1.7.  Glébbulos rojos

El analisis de glébulos rojos se realizd para investigar posibles cambios hematol6gicos en el
animal de experimentacion, en la Tabla 25-3 y Tabla 27-3 se muestran los resultados en el
ensayo antes (dia 0) y después de la administracion (dia 15); con los resultados se realizé una
analisis Anova, en la Tabla 26-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la

administracion es 0.66, no existe una diferencia significativa en los valores entre los grupos.

Mostrando ausencia de patologias asociadas a alteraciones en este pardmetro, pues los valores
de Gl6bulos Rojos en la Tabla 25-3 no exceden los VRN; en Tabla 28-3 se muestra que la
probabilidad de test Anova al final del ensayo es 0,247, mostrando diferencia entre los grupos a

los que se administro las P. edulis y P. quadrangularis con respecto al grupo control y vehiculo;
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demostrando influencia de las Pasifloras sobre los animales.

En la Figura 7-3 se evidencia disminucion en los promedios de los resultados de glébulos rojos

en el dia 15 con respecto al dia 1 antes de la administracion, sin sobrepasar los VRN; Liangging

Zheng (2016, p.14) indica que los glébulos rojos disminuyen por mayor produccion de éxido

nitrico, el mismo que actGa como vaso dilatador, Rojas (2009) muestra el efecto hipotensor del

oOxido nitrico, disminuyendo la presion sistélica, diastélica y media; reduciendo la necesidad de

oxigeno del organismo y de glébulos rojos transportadores de oxigeno.

Tabla 25-3

3.5-5x10E12/L).

Valores obtenidos de glébulos rojos dia 0, antes de la administracién, (VRN:

Grupos/ Blanco Vehicul | P.edulis | P.quadrangularis | P.edulis 2000| P. quadrangularis
animales 0 300 300 mg/Kg mg/Kg 2000 mg/Kg
1 4,33 5,22 3,50 4,57 4,58 4,85
2 4,89 4,70 5,00 3,57 4,28 4,95
3 4,61 4,30 4,95 5,29 3,89 3,75
4 4,75 3,83 5,04 4,29 3,99 3,66
5 4,68 4,96 4,97 4,27 5,01 4,35
6 4,72 4,07 5,01 3,99 4,99 4,46
PROMEDIO 4,66 4,51 4,74 4,33 4,46 4,34
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 26-3  Resultados de Anova para globulos rojos antes de laadministracion
Origen de Suma Grados Promedio de F Probabilidad Valor
las de de los cuadrados critico para
variaciones cuadrad libertad E
Entre 0,86 5,00 0,17 0,66 0,66 2,53
arupos
Dentro de 7,80 30,00 0,26
los grupos

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 27-3

Valores obtenidos de gldbulos rojos dia 15, después de la administracion

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 quadrangularis mg/Kg quadrangularis
1 4,580 4,540 4,610 4,090 4,150 4,880
2 5,030 4,940 4,790 4,790 4,660 4,060
3 4,180 5,320 4,010 4,300 5,010 3,540
4 5,110 3,410 4,780 3,940 4,000 3,950
5 4,288 4,303 5,010 4,110 4,370 4,280
6 4,913 5,040 4,690 4,280 5,060 4,260
PROMEDIO 4,683 4,592 4,648 4,252 4,542 4,162
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 28-3  Resultados de Anova para glébulos rojos después de laadministracion.
Origen de las Suma de Grados de Promediode los | F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 1,437 5,000 0,287 | 1,417 | 0,247 2,534
Dentro de los 6,086 30,000 0,203
grupos
Total 7,523 35,000

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Figura 7-3 Grafico comparacion de los valores de gl6bulos rojos antes y después de la

administracion.

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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3.18. Plaquetas

El analisis de Plaguetas se realizd para investigar posibles cambios hematoldgicos en el animal
de experimentacion, en la Tabla 29-3 y Tabla 31-3 se muestran los resultados en el ensayo antes
(dia 0) y después de la administracién (dia 15); con los resultados se realizé una analisis
Anova, en la Tabla 30-3 se muestra que el valor de la probabilidad antes de la administracion es
0.92, no existe una diferencia significativa en los valores entre los grupos.

Mostrando ausencia de patologias asociadas a alteraciones en este parametro, pues los valores
de Plaguetas en la Tabla 29-3 no exceden los VRN; en Tabla 32-3 se muestra que la
probabilidad de test Anova al final del ensayo es 0,736231674, no existe una diferencia
significativa en los valores entre los grupos a los que se administro las P. edulis Y p.
quadrangularis con respecto al grupo control y vehiculo; demostrando influencia de las

Pasifloras sobre los animales.

En la Figura 8-3 se evidencia disminucion en los promedios de los resultados de plaquetas en el
dia 14 con respecto al dia 1 antes de la administracion, sin sobrepasar los VRN; MyoungLae
Cho (2016) concluye que los cambios en el nimero de plaquetas es por ausencia de dafio tisular
en los érganos estudiados en el andlisis histopatoldgico.

Andressa Braga (2013) muestra que en los 6rganos estudiados a nivel histopatol6gico no
presenta dafios en la toxicidad aguda por consiguiente no hay elevacién en los resultados de

plaguetas por ausencia de tapon plaquetario, demostrando ausencia de sangrado.

Tabla 29-3  Valores obtenidos de plaquetas dia 0, antes de la administracion, (VRN: 100-
500 x10E9/L).

Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.

animales 300 quadrangularis mg/Kg guadrangularis
Blanco 318,00 333,00 564,00 474,00 466,00 496,00
Rojo 360,00 403,00 288,00 434,00 336,00 395,00
Negro 339,00 354,00 289,00 338,00 347,00 217,00
Verde 349,50 439,00 287,00 238,00 329,00 416,00
Violeta 344,25 368,00 288,50 394,00 448,00 495,00
Rosado 346,88 396,50 287,75 438,00 307,00 219,00
PROMEDIO 342,94 382,25 334,04 386,00 372,17 373,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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Tabla 30-3  Resultados de Anova para plaquetas antes de laadministracion
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los | F Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilida | para F
d
Entre grupos 13.794,42 6,00 2.299,07 0,31 0,92 2,43
Dentro de los 211.757,82 29,00 7.301,99
grupos
Total 225.552,23 35,00

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 31-3  Valores obtenidos de plaquetas dia 15, después de la administracién
Grupos/ Blanco Vehiculo P. edulis P. P. edulis 2000 P.
animales 300 quadrangulari mg/Kg quadrangularis
Blanco 329,000 529,000 303,000 338,000 391,000 480,000
Rojo 409,000 329,000 405,000 423,100 328,000 411,000
Negro 333,000 321,000 393,000 413,000 409,000 295,000
Verde 358,000 466,000 297,000 365,000 442,000 352,000
Violeta 384,750 411,250 303,000 350,000 401,000 420,000
Rosado 313,667 307,000 435,000 402,800 395,000 331,000
PROMEDIO 354,569 393,875 356,000 381,983 394,333 381,500
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
Tabla 32-3  Resultados de Anova para plaquetas después de laadministracion.
Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilida | Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados d para F
Entre grupos 9446,47284 | 5 1889,29456 0,551084 | 0,7362316 | 2,533554548
8 956 74
Dentro de los 102849,545 | 30 3428,31817
grupos 1
Total 112296,017 | 35
9

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017
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COMPARACION DE LOS VALORES DE
PLAQUETAS, DIAOy DIA 15
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Figura 8-3 Grafico comparacion de los valores de plaguetas antes y después de la
administracion.

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

3.2.  Andlisis cualitativo de la observacion clinica durante 14 dias después de la

administracion.

3.2.1. Antes de la administracion

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

macroscépicas aparentes.

3.2.2. Después de la administracion

Durante las primeras cuatro horas los animales presentaron sedacién, somnolencia, falta de
movilidad, disminucion de apetito y consumo de agua, siendo esta reaccién mas notoria en los
grupos a los que se administro las Passifloras en concentraciones de 2 000mg/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 sobrepaso 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
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6 los parametros de consumo de agua y bebida se normalizaron.

3.3.  Analisis del peso de los animales durante el ensayo.

Tabla 33-3  promedios de los pesos de los distintos grupos durante los dias 0, 7 y 15 de la

investigacion.

Variacion del promedio de los pesos en los grupos administrados, blanco y

Peso en gramos Dia0 Dia7 Dia 15
Blanco 183,617 | 184,168 | 184,504
Vehiculo 208,233 | 207,784 | 209,240
P. edulis 300 mg/Kg 176,283 | 176,812 | 177,135
P. quadrangularis 300 mg/Kg 179,683 | 179,324 | 180,551
P. edulis 2 000 mg/Kg 207,033 | 207,654 | 208,033
P. quadrangularis 2 000 mg/Kg 212,133 | 211,708 | 213,159

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

Tabla 34-3  Resultados de Anova para los promedios de los pesos de los distintos grupos
durante los dias 0, 7 y 15 de la investigacion

ANALISIS DEVARIANZA

Entre grupos 2634,047686 5 526,8095373 | 1038,1260 | 1,00877E- | 4,38737418
Dentro de los

grupos 3,044772062 6 0,50746201

Total 2637,092459 11

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

250.000
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Figura 9-3 Gréafico comparaciéon de los promedios de los pesos de los animales

experimentacion en los dias 0, 7 y15.
Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

En la tabla 33-3 se muestra el promedio de los pesos de los animales de experimentacion de los
grupos blanco, vehiculo y administracién, durante los dias 0, 7 y 15 de la investigacion; en los
cuales se realiz6 un andlisis Anova (tabla 34-3), el valor de la probabilidad es 1, 00 E -8, lo cual
indica que existe diferencia significativa entre los resultados de los promedios de los pesos entre
los dias 0 7 y 15.

La figura 9-3 muestra la comparacion de los promedios de los pesos de cada grupo en los dias
0, 7 y 15; Rojas (2 009) documenta la alteracion no significativa del peso de los animales
durante el ensayo de toxicidad aguda de P. edulis, en la presente investigacion el porcentaje de

aumento de peso es de 0,48 %, corroborando lo registrado en dicha investigacion. (90)(91)(92)

3.4.  Andlisis histopatologico de los animales de experimentacion después de

la observacion clinica.

3.4.1. Andlisis macroscopico.

Después de la autopsia de los animales, se observé que no existen dafios en los drganos cerebro,
pulmones, rifiones, higado y corazén, todos presentan coloracidn caracteristica y ausencia de

patologias macroscopicas.

Tabla 35-3 Resultados del examen macroscépico de los érganos del animal de experimentacion

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

HITOPATOLOGICO MACROSCOPICO
Animal Blanco | Vehiculo | P. edulis P. P. edulis P.
300 quadrangularis 2 000 quadrangularis
mg/Kg 300 mg/Kg mg/Kg 2 000 mg/Kg

CEREBRO
1 n n n n n n
2 n n n n n n
3 n n n n n n
4 n n n n n n
5 n n n n n n
6 n n n n n n

CORAZON
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1 n n n n n n
2 n n n n n n
3 n n n n n n
4 n n n n n n
5 n n n n n n
6 n n n n n n
PULMON
1 n n n n n n
2 n n n n n n
3 n n n n n n
4 n n n n n n
5 n n n n n n
6 n n n n n n
HIGADO
1 n n n n n n
2 n n n n n n
3 n n n n n n
4 n n n g n n
5 n n n n n n
6 n n n n n n
RINON
1 n n n n n n
2 n n n n n n
3 n n n n n n
4 n n n n n n
5 n n n n n n
6 n n n n n
n = normal g = graso

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

En la tabla 36-3 se observa que después de la necropsia, no existen dafios en los 6rganos
cerebro, pulmones, rifiones, higado y corazon, todos presentan coloracion caracteristica, peso

normal y ausencia de patologias macroscépicas.
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3.4.2.  Andlisis microscopico.

Tabla 36-3 Resultados del anélisis microscépico de los 6rganos del animal de experimentacién
en el dia catorce del grupo control y grupo de experimentacion.

Histopatol6gico Microscépico
Anima | Blanco | Vehicu P. edulis 300 | P. quadrangularis | P.edulis | P.quadrangularis
I lo mg/Kg 300 mg/Kg 2000 2 000 mg/Kg
mg/Kg
CEREBRO
1 sla sla sla sla sla sla
2 sla sla sla sla sla sla
3 sla sla sla sla sla sla
4 sla sla sla sla sla sla
5 sla sla sla sla sla sla
6 sla sla sla sla sla sla
CORAZON
1 sla sla sla sla sla sla
2 sla sla sla sla sla sla
3 sla s/a s/a sla sla sla
4 sla sla sla sla sla sla
5 sla sla sla sla sla sla
6 sla sla sla sla sla sla
PULMON
1 sla sla sla sla sla sla
2 sla sla sla sla sla sla
3 sla sla sla sla sla sla
4 sla sla sla sla sla sla
5 sla sla sla sla sla sla
6 sla sla sla sla sla sla
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HIGADO
1 sla sla sla sla sla sla
2 sla sla sla sla sla sla
3 sla sla sla sla sla sla
4 sla sla sla sla sla sla
5 sla sla sla sla sla sla
6 sla sla sla sla sla sla

RINON
1 sla sla sla sla sla sla
2 sla sla sla sla sla sla
3 sla sla sla sla sla sla
4 sla sla sla sla sla sla
5 sla sla sla sla sla sla
6 sla sla sla sla sla sla

s/a= sin alteracion

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

El informe del médico pat6logo presentd ausencia de patologias, debido a ausencia de lesién
tisular.
Rojas (2 009) concluye que al administrar dosis de 200 mg/Kg de Passiflora edulis por 28 dias

no existe dafio patoldgico microscopico ni macroscépico.
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3.5. Comparacion de los niveles promedio del dia 14 de valores hematoldgicos y
quimica sanguinea del extracto etandlico de las Passifloras edulis y P. quadrangularis con
respecto al valor de referencia

Tabla 37-3 Porcentaje de variacion de los promedios de los valores de los analisis de los
ensayos de quimica sanguinea y hematologia del dia 15, después de la administracion, con

respecto a los valores de referencia normales.

Valor de P. edulis P. P: edulis P.
referencia | unidades vehiculo 300 quadrangularis| 2 000 quadrangularis
mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
Urea 32-54 | mg/dL (12,23) (2,93) (4,07) 7,72 9,04
Creatinina 0.69-2.19 | mg/dL (56,32) (51,29) (45,84) (9,67) (2,44)
Bilirrubina 0.042- | mg/dL (60,47) (42,33) (34,87) (22,75) (9,67)
TGO 49.23- | U/L (29,29) (51,33) (7,13) 0,02 4,08
TGP 25.18- | U/L (2,97) (2,80) 3,17 32,65 26,50
Glébulos
blancos 4al10 | E9/L (19,16) (5,98) (0,04) 2,25 1,08
Gloébulos 35a5 | E12/L (6,33) (7,03) (14,97) (9,17) (16,77)
rojos
Plaquetas 100a500 | E9/L (29,09) (28,80) (23,60) (21,13) (23,70)

Realizado por: CHAVEZ Luis, 2017

En la Tabla 37-3 se muestra los porcentajes de variacion entre los valores de los ensayos de
quimica sanguinea y hematologia del dia 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.

En los valores de los ensayos de urea, TGO y plaquetas los grupos a los que se administr6
Passifloras edulis y quadrangularis en dosis de 2 000 mg/Kg, sobrepasaron el VRN; en el
ensayo de TGP los promedios de los grupos a los que se administré Passifloa edulis en dosis de
300 mg/Kg y 2000 mg/Kg, ademas de Passiflora quadrangularis 2 000 mg/Kg sobrepaso los

VRN. Estos porcentajes de elevacion.
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CONCLUSIONES

Durante el periodo de exposicién de 14 dias no se observd sintomas toxicos asociados a la dosis
administrada, no se registr6 muerte de ningin animal; el porcentaje de aumento de peso no es

representativo de dafio toxico.

La enzima TGO presentd un aumento en las medias de los grupos de Passiflora edulis y P.
quadrangularis del 0,025 % y 4,076 % respectivamente con respecto al valor de referencia
normal; sin embargo, esta enzima no es un marcador especifico y no representa necesariamente

dafio hepatico tratdndose de tolerancia adaptativa.

Los niveles de TGO y TGP en los grupos de administracion de Passifloras edulis y P.
quadrangularis administrada a 2000 mg/Kg no alcanzaron el triple del VNR, mientras que la
bilirrubina no sobrepasé el limite superior de VRN; por lo tanto la elevacién de los valores de
TGO y TGP son atribuibles a funcién hepética y no a lesion hepatica.

La enzima ALT (TGP) se incrementd en bajo porcentaje por lo que se descarta permeabilidad
transmembranal o dafio celular en hepatocitos, lo cual nos indica ausencia de toxicidad a nivel

hepatico.

Los parametros Urea y creatinina se incrementan después de la administracion de Passifloras,
sin pasarse de los valores de referencia; debido al efecto hipotensor de los flavonoides, en
especial de la quercetina, disminuyendo el filtrado glomerular por disminucion en la presion
arterial sistolica, diastdlica y media; descartando toxicidad a nivel renal; el efecto hipotensor
también se debe a la expresién del ARNm de sintasa del 6xido nitrico endotelial principal

vasodilatador, promovido por la quercetina.

Los valores de bilirrubina aumentaron después de la administracion de Passifloras, sin pasarse
de los valores de referencia; debido a la presencia de saponinas triterpernoidales presentes en
las hojas de Passiflora edulis y P. quadrangularis, las cuales tienen una estructura quimica
similar a las hormonas esteroides y provocan alteracion reversible en funcionamiento hepatico;

por lo tanto se descarta toxicidad a nivel hepético.

Los valores de glébulos rojos disminuyen durante el ensayo sin sobrepasar los valores de
referencia normales, esta disminucion es debido a la formacion de 6xido nitrico principal
vasodilatador, provocando baja de la presion sistdlica, diastélica y media; el 6xido nitrico es
inducido por quercetina el cual es componente de las Passifloras; debido a la hipotension
arterial el organismo necesita de menos tranporte de oxigeno, justificando la disminucion de

glébulos rojos, principal transportador de oxigeno.
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Los valores de los ensayos de glébulos blancos y plaquetas no sufren alteraciones
significativas respeto a los valores basales, este hecho se comprueba con la ausencia de
cambios estructurales y toxicos de los érganos en el analisis patoldgico

El informe histopatolégico muestra usencia de patologias, este parametro asociado a los datos
de los ensayos de quimica sanguinea, hematologia y variacién en el peso de los animales, nos
permite concluir que no existe toxicidad aguda debido a la administracion de Passifloras edulis

y P. quadrangularis a dosis de 300 y 2 000 mg/Kg.

55



RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio subcrénico de 28 dias utilizando un extracto etandlico de
Passifloras edulis y P. quadrangularis en dosis de 300 y 2000 mg/kg, para correlacionarlo con
el presente estudio toxicologico agudo, permitiendo confirmar o rechazar la hipétesis de
ausencia de toxicidad en estas concentraciones.

Se recomienda realizar la evaluacion toxicologica aguda de Passifloras edulis y P.
quadrangularis en dosis superiores a los 2000 mg/kg, siguiendo los pardmetros recomendados
por la OECD 423.
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