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se hallaron lesiones moderadas ni severas; el extracto etandlico de la especie
botanica evaluada a 2000 mg/kg/ peso corporal. Conclusién: El extracto etandlico
del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier.
“‘Huachangana”; a dosis de 2000 mg/kg no evidencio toxicidad aguda hepatica y

renal en ratas Holtzman.

Palabras Clave: Toxicidad aguda, Euphorbia huanchahana, animales de

laboratorio, recoleccion de 6rganos. (Decs).



ABSTRACT

Intoxication by medicinal plants can occur due to the imperfection of a seemingly
innocuous substance of natural origin, as a consequence of the absorption of an
excessive amount of a phytosanitary product in a short period of time. Objective:
To determine the acute hepatic and renal toxicity of the ethanol extract of
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier. "Huachangana”, in Holtzman
rats. Methodology: An experimental study was designed, through the analysis of
phytochemical qualitative profile, the presence of primary and secondary
metabolites was determined. For the acute toxicity test at (2000 mg / kg, LD50). It
was administered to 32 rats orally in a single dose, according to their body weight.
Only four rats were given distilled water. The experimental animals remained under
observation for 14 days, at the end of which no signs of toxicity or alteration of the
growth curve of the species or death of any animal were detected. On the 15th,
euthanasia was performed and the organs were removed to perform
histopathological analysis of the tissues (liver and kidney). In addition, liver profile
analysis was performed. Results: They showed that no major changes were found
in the liver profile analysis; when performing histopathological cuts of the liver and
kidney no gross lesions were evident. In the microscopic examinations performed,
no moderate or severe lesions were found; the ethanolic extract of the botanical
species evaluated at 2000 mg / kg / body weight. Conclusion: The ethanolic extract
of the Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier tuber. "Huachangana”;
at a dose of 2000 mg / kg there was no evidence of acute liver and kidney toxicity

in Holtzman rats.

Keywords: Acute toxicity, Euphorbia huanchahana, laboratory animals, organ

collection. (Decs)
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l. INTRODUCCION

El conocimiento de propiedades medicinales de plantas esta establecido en la
observacion, experiencia y el conocimiento del uso de plantas medicinales,
empleando las diversas partes como: Raices, tubérculos, tallo, hojas, flor, fruto y
semillas con fines medicinales; este saber ha sido transmitido de generacion en
generacion. Varias referencias bibliograficas demuestran la importancia y la
antigiiedad de la medicina herbolaria; con el paso del tiempo se fue desarrollando

gradualmente el conocimiento de las drogas de origen natural @,

Desde tiempos remotos, las plantas dejaron de ser solamente parte de los
bosques, pasando a formar parte de jardines y hierbas las que se destacaban por

su forma y belleza con fines ornamentales @,

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 80 % de la
poblacion en vias de desarrollo depende casi exclusivamente de la medicina
tradicional para sus necesidades de atencion primaria de salud, su uso esta
establecido y ampliamente reconocido como inocuo y eficaz®. El 67 % de las

plantas medicinales son provenientes de paises sub desarrollados ©.

Actualmente se realizan diversos estudios a las plantas medicinales de forma que
la etnobotanica, la fitoterapia y la fitoquimica estan tomando un auge
insospechado, tanto en la practica de la medicina complementaria como en el
ambito académico. El 80 % de la poblacion mundial, utiliza las plantas como
principal remedio medicinal, segun especifica la OMS. Esta practica esta asociada
al empirismo en muchos casos, y faltan estudios quimicos, clinicos y
epidemiolégicos que confirmen de forma fehaciente los efectos fisioldgicos de los
principios activos responsables. El 25 % de los farmacos existentes se obtiene de
extractos vegetales, o bien se ha sintetizado a partir de sustancias halladas en la

investigacion Fitoquimica ©®).

Los ensayos de toxicidad estan disponibles para un gran niamero de paises, no
existen datos sobre toxicidad potencial de especies medicinales peruanas(®.

Ademas, debido a que la poblacion que consume el tubérculo fresco de Euphorbia



huanchahana no tiene una medida especifica de consumo por persona. Para ello,
se aplicara el método test limite, metodologia y disefio experimental descrito por
las normas EPA (Agencia de Proteccion Ambiental) 870.1100, OECD 423

(Organizacién Econdémica para el Comercio Desarrollo), Arroyo y Cisneros (7-8),

El objetivo de investigacion consiste en comprobar la toxicidad hepatica y renal
del extracto de la especie vegetal en estudio, a dosis de 2000 mg/kg en ratas
hotlzman de ambos sexos, por tanto, esta establecido de la siguiente manera:
Formulaciéon del problema, objetivos, marco tedrico, parte experimental,
resultados, discusion, conclusiones, recomendaciones, referencias bibliograficas

y anexos.
Situacion Problematica

La intoxicacion por plantas medicinales puede ocurrir por desconocimiento de una
sustancia aparentemente inocua de origen natural, que se ingiera voluntaria o
involuntariamente, como consecuencia de la absorcién de una cantidad excesiva
de un producto fitosanitario en un corto intervalo de tiempo. El hecho de que las
hierbas sean productos naturales, no quiere decir que sean totalmente seguras

hay hierbas que pueden tener efectos tan fuertes como algunos medicamentos®).

Actualmente son poco frecuentes los casos de intoxicacidon por plantas
medicinales que pueden presentar caracter epidémico o mortal®. Los productos
naturales pueden causar ocasionalmente problemas, debido a su presencia
inesperada en alimentos con una concentracion mayor a la normal, o bien se
pueden confundir especies toxicas con inocuas como sucede con algunos hongos

comestibles, que incluso puede llegar a causar la muerte0,

Las plantas medicinales vienen siendo utilizadas con fines alimentarios o
curativos, lo cual ha incrementado el nimero de consumidores y, por tanto, de

reacciones adversas e interacciones con su consumo®?,

Los casos de intoxicacion por el consumo de productos naturales son constantes,

pero no son reportados por la poblacién consumidora, debido al desconocimiento,



falta de identificacion de efectos téxicos que produce muchos productos
medicinales comercializados en nuestro pais, sin haber realizado los estudios

necesarios de toxicidad.

Actualmente un sector de la poblacion de escasos recursos econdémicos del anexo
de Vichavichay - Castrovirreyna — Huancavelica consume la planta medicinal
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, con la
finalidad de contrarrestar la constipacién, por lo tanto, es importante evaluar la
toxicidad del extracto etandlico responsable de la actividad catartica, evidenciado
en ratones albino realizado en la Universidad Privada Norbert Wiener. Asi también

en la Universidad Cayetano Heredia®213),
Ante esta situacion nos planteamos el siguiente problema de investigacion
Formulacion del problema

¢,Cudl es el nivel de toxicidad aguda del extracto etandlico del Tubérculo
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, en ratas

Holtzman?
Marco teérico referencial

Estudio botanico de la especie Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke
Boissier. “Huachangana”

Familia Euphorbiaceae

La Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, pertenece
a la familia Euphorbiaceae se encuentra entre una de las familias botanicas mas
grandes, complejas y diversas. Ofrece un gran potencial para su uso, con mas de

1100 especies, nativas o naturalizadas4.

La familia Euphorbiaceae se caracterizan por tener habitat muy variado,

generalmente presenta latex o exudado coloreado, hojas alternas, simples, con



glandulas nectariferas y estipulas, las flores son unisexuales y de frutos capsula
explosivas; es reconocida por su diversidad y distribucion cosmopolita, habita
principalmente en zonas bajas, solo el 8,5 % crece en alturas superiores a 1500
m.s.n.m@®), Las Euphorbiaceae, posee cerca de 300 géneros y 7,500 especies de

amplia distribucion en las regiones tropicales y templadas®6-17),

Esta conformada por alrededor 200 géneros y 7,000 especies. Es reconocida en
el Perl por presentar 61 géneros y 323 especies, mayormente arbustos y
arboles®3,

Es una de las familias mas interesantes del reino vegetal, es porque los miembros
de la familia son muy numerosos y diversos en forma y habitad, también porque
varios de ellos son de primera importancia en el campo econémico. Las diferentes
plantas de esta familia producen gran diversidad de sustancias quimicas
incluyendo el aceite de tung y aceite de ricino. No obstante, muchas de estas
plantas son purgantes y algunas venenosas; otras producen frutos comestibles,
mientras las raices tuberosas de otras son alimentos importantes en los trépicos.
Ademas, es la sexta familia mas diversa dentro de las plantas con flores, después
de Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y Rubiaceae. Se distribuye en
todo el mundo con excepcion del antartico y estd mejor representada en las
regiones tropicales y subtropicales?).

Mayormente estd representada en el mundo por aproximadamente 8,900
especies, si bien las mismas son cosmopolitas, en su mayoria habitan areas
tropicales y subtropicales. Entre ellas se encuentran especies de importante valor

econdémico y otras que afectan a los cultivos comportandose como malezas®),

Descripcion del género Euphorbia

Son plantas anuales, bianuales o perennes, herbaceas, a veces arboles y
arbustos, algunas crasas o suculentas. Plantas monoicas o dioicas, con latex.
Hojas simples, alternas, lamina entera o partida. Flores poco vistosas (algunas

son monoclamideas o aclamideas), unisexuales, actinomorfas o algo



cigomorfas. Ovario supero 3,1 -carpelar, 3-locular. Estilos 3, unidos.
Estambres 5 a numerosos (a veces 1) libres o unidos de distintas formas.
Flores reunidas en inflorescencias cimosas (ciatios en Euphorbia). Fruto
capsula esquizocarpica, tricoca, a veces drupaceo. Comprende unas 2,000

especies9),

Las especies vegetales por lo general tienen hojas normales, bien
desarrolladas y carecen de tallos suculentos como reserva de agua. Pero
muchas de ellas, principalmente africanas, tienen aspecto sacciforme, carecen
de hojas o estan muy reducidas, caen pronto y, como los cactus, estan
provistas de espinas. Los tallos suculentos estan adaptados para el
almacenamiento de agua y asumen las funciones asimiladoras que
generalmente corresponde a las hojas. Existen formas intermedias entre las
suculentas marcadamente suculentas y cactiformes y las herbaceas. Son
especies con tallos mas o menos suculentos, pero con hojas. Muchas son
venenosas Yy han sido utilizadas por numerosos pueblos y culturas con varios

fines, entre ellos medicinales(17-18),

Distribucion geografica

Distribuida con cerca de 1,300 especies, ampliamente distribuido en regiones
tropicales del mundo. Varias de estas tienen un papel muy importante en el
uso tradicional de las plantas medicinales en Africa, Asia y América del Sur(20),
Ocurren en todo el mundo. La familia es méas diversa en los Tropicos. La mayor
diversidad genérica en Euphorbiaceae Neo tropicales es en las zonas bajas de
la selva Amazonica, donde hay varios géneros endémicos. Se caracterizan por
presentar un latex o exudado coloreado, estipulas y estan distribuidas en
zonas tropicales, subtropicales y templadas®b).

Especie vegetal en el mundo®51821),

La familia Euphorbiaceae, posee cerca de 300 géneros y 7 500 especies de
amplia distribucion en las regiones tropicales y templadas; como se observa

en la tabla 1.



Tabla 1. Especie vegetal de la familia Euphorbia en el mundo(?%:22),

Especies vegetal de Euphorbiaceae en el mundo

Euphorbia admigdaloides L

Euphorbia atropurpurea (Brouss.) Webb et Berth.
Euphorbia balsamifera Ait.

Euphorbia berthelotii Bolle.

Euphorbia canariensis L., parecida a un cactus de candelabros

Euphorbia characias

Euphorbia helioscopia

Euphorbia lambii Svent.

Euphorbia minuta

Euphorbia obtusifolia Poir

Euphorbia paralias L.

Euphorbia pulcherrima, flor de pascua

Nombre comun, vulgar, vernacular, trivial o popular

Es bien conocido debido a que una misma especie vegetal toma diversas
denominaciones segun los paises en que se encuentra y que para evitar los
errores que de este hecho podria derivarse, la ciencia aconseja acompafar
siempre a toda referencia el nombre especifico con que es conocida en
botanica, con frecuencia ocurre con especies netamente peruanas, que toman

diversas denominaciones segun las Regiones en que se presenta®7.23-26),



Tabla 2. Nombres comunes de Euphorbia Huanchahana, segun lugares de

ubicacion(18.22-24),

Lugares Nombres comunes
Lima Huachangana
Puno Huachangana, huachanca-huachanca
Cuzco Huachanga, huachancca
Junin Huachangana (hacer partir)
Ancash Michoacan Mishuaka, mishuania
Ayacucho Cuchi papa (papa de chancho)
Huancavelica Charco (hacer votar)
Cajamarca Wachanga
Otros Chancano, huachanccano
Lugar de recoleccion Vichavichay-Huancavelica

Descripcion morfolégica de la especie Euphorbia huanchahana Klotzch
& Garcke Boissier “Huachangana”

Las plantas medicinales presentan cierta descripcion segun sus

caracteristicas propias de cada una de ellas.

1.

Habitat: Hierbas o arbustos, algunas xerofiticas y con apariencia de
cacto, a menudo con savia lechosa.

Hojas: Alternas simples o compuestas, a menudo reducidas o deciduas
en las especies xerofiticas; con estipulas.

Inflorescencias: Variadas, a menudo condensadas, de ahi la apariencia
de una sola flor, un ciatio, plantas monoicas o dioicas

Flores: Unisexuales, actinomorfas. Caliz de 5 sépalos 0 ninguno
Corola de 5 pétalos o ninguno. Androceo de 1 a muchos estambres,
libres o unidos, a menudo presenta un ovario rudimentario en las flores
masculinas. El gineceo esta constituido por un pistilo compuesto de 3
carpelos unidos, con 3 loculos, Ovulos solitarios o pareados,
placentacion axilar, ovario supero estilos libres o unidos en la base.
Fruto: Esquizocarpo o una capsula.



6. Semilla: A menudo con una cartncula conspicua®®,

Ubicacion sistematica de la especie vegetal en estudio.

La especie vegetal Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier.
“‘Huachangana” en estudio, recolectada en el anexo de Vichavichay provincia
Castrovirreyna — Huancavelica, el 15 de abril de 2018, es un grupo de muestras
gue ya fueron identificadas, clasificadas y certificadas por la biéloga magister
Joaquina Alban Castillo el 23 de marzo de 2009, proporcionadas desde el
mismo lugar de origen por los Bachilleres Daniel Nafiez del Pino y Maribel

Mendoza Berrocal®?,
Habitat y distribucion

Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “‘Huachangana”, es una
planta originaria del Perd, Crece en estado silvestre, en zonas frias y
templadas, en laderas de cerros, suelos pedregosos, Florece de marzo a junio.
Los diversos nombres vernaculares que recibe indican que es una planta
empleada en muchos lugares. Se distribuye en las zonas andinas, en los valles
interandinos y occidentales del sur y del centro del Pert (Ancash, Cajamarca,
Huanuco, Junin, Cusco y Huancavelica). Se encuentra entre 500-4200

m.s.n.m@7,

Composicion quimica

Todas las plantas producen compuestos quimicos que les atribuyen ventajas,
producen metabolitos secundarios que se derivan biosintéticamente de los
metabolitos primarios y constituyen una fuente importante de muchos
medicamentos farmacéuticos. Contienen azucares reductores, terpenoides,
alcaloides, esteroides, taninos, proteinas, grasas, aceites, gomas, mucilagos,
glucésidos, saponinas, cumarinas, glucésidos, cardiacos, antraquinonas,

flavonoides y fendlicos compuestos?7:28),
Aspectos farmacolégicos

Plantas medicinales tienen mdltiples aplicaciones terapéuticas en la medicina

tradicional; las intoxicaciones son un problema de salud publica en la mayor



parte de los paises, se ubica entre las primeras diez causas de mortalidad y de
morbilidad, especialmente en la edad infantil. Las sustancias naturales son
definidas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), como sustancias
terapéuticas complementarias a la medicina occidental, Utiles para aliviar

diversas dolencias@”,

El nivel de toxicidad esta sometido a la cantidad de toxina ingerida en tiempo
determinado®. Consecuentemente se utilizan modelos animales adecuados
gue posibiliten la evaluacion de nuevos medicamentos para el tratamiento y
prevencion de diferentes enfermedades, diversos estudios preclinicos también

pueden influir en la atencidn clinica de los pacientes@,

Con la investigacion experimental realizada se buscd, determinar los posibles
efectos téxicos de la especie vegetal Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana”.

Aspectos toxicolbgicos

La intoxicacion producida por especies vegetales es poco frecuente, pero
algunas veces pueden alcanzar a ser mortal*), Ciertos componentes de
hongos, plantas y hierbas medicinales pueden lograr consecuencias nocivas o
toxicas sobre el organismo. Una sustancia terapéutica causa mejoria del
estado patoldgico, hasta cierta concentracion, pasado ese limite, se convierte

en toxico9),

Algunas intoxicaciones se producen con poca ingesta sustancias toxicas
(setas), para otros se precisa un consumo elevado de alimentos como los
glucosidos cianogenéticos o inhibidores de la colinesterasa; otros principios
activos, sin embargo, se encuentra en concentraciones que no poseen una
inmediata toxicidad aguda. Su consumo frecuente puede dar lugar a
intoxicaciones crénicas, por tanto, es indispensable evaluar su significado para
la salud humana y tomar medidas preventivas para minimizar riesgos®b. Las
pruebas de toxicidad aguda son aquellas disefiadas para determinar los
efectos que se producen dentro de un periodo de tiempo corto luego de la

administracion de las sustancias que se desea probar®2),



Toxicidad

Viene a ser la accion de un agente téxico sobre el organismo, se traduce en
una alteracion del estado fisioldgico o de salud; por tanto, una intoxicacion es
una enfermedad. Segun el grado que afecte al individuo, la intoxicaciéon puede
calificarse como leve, moderado, grave o severa. También puede considerarse
bajo un criterio patocrémico, es decir, estimando su evolucion en funcion del
tiempo, asi podemos clasificarlas en intoxicaciones agudas, cronicas y

recidivantes(33-39),

La aplicacion de las plantas medicinales debe efectuarse sobre una base

cientifica que valide la efectividad terapéutica y su relativa inocuidad®é37).,

Es prescindible establecer lo efectos toxicos de las drogas y sus principios
activos y para ello se realizan estudios de toxicidad. El cual tiene la capacidad
para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad o dosis de
sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucién
en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafo, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras

condiciones intervinientes(38- 40),

Tabla 3. Rangos de toxicidad segun vias de administracion(@®),

Via cutanea. Inhalacion vapor

Denominacioén Posible dosis

Rango Via oral dosis Unica, 4h, CL50, ratas
usual - letal hombre
conejo DL 50 ppm
- Dosis Unica, rata
de toxicidad DL 50
extremadamente
1 toxico < 1 mg/kg < 5 mg/kg 10 1 gota
. 1 cucharilla (4
2 altamente toxico 1 a 50 mg/kg <5 a 50 mg/kg 10 a 100 mL)
3 ggﬂiradameme 50 a 500 mg/kg 50 a 350 mglkg 100 — 1,000 30g
4 ligeramente toxico 0,5a5 g/kg 0,35a3g/kg 1,000 a 10,000 250 ¢
5 f,r"’?c“came“te no 5 a 15 g/kg 3a25gkg  10,000a100,000 1 litro
6xico
6 relativamente inocuo >25 g/kg >25 g/kg >100,000 > 1 litro
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Pardmetros que se utilizan para determinar la toxicidad

Los estudios de toxicidad se basan en:

Toxicidad aguda

Consiste en la aparicién de un cuadro clinico patolégico, después de una Unica
exposicion a una sustancia o multiples exposiciones en un periodo de 24 horas.
El caso mas representativo es la presentacion de fenGmenos toxicos antes de
las 24 horas de una Unica absorcién del agente. La evolucion puede llevar al
intoxicado a la muerte, 0 a una recuperacion total o parcial, en la cual quedarian

secuelas o lesiones persistentes®),

Aparicion de severos efectos adversos, signos, sintomas y efectos toxicos que
se manifiestan en segundos, minutos, horas o dias (14 dias maximo), después
de la administracion por via oral o cutanea de una dosis elevada de sustancia,
dosis multiples administradas a lo largo de 24 horas (DLso) 0 inhalacion durante
cuatro horas (CLso). Se expresa en funcién a la DLsoy puede manifestarse como

una simple irritacién o causar muerte®b,

Tabla 4. Valores de la DLso que permiten clasificar las sustancias quimicas

como: muy toxicas, toxicas y nocivas®>,

Categoria DLso oral DLso

Rata (mg/kg) Cutanea rata o conejo (mg/kg)

Muy toxicos <25 <50
Toxicos 25 a 200 50 a 400
Nocivos 200a 2000 400 a 2000
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Toxicidad crénica

Es la capacidad de una sustancia para producir efectos adversos de un
organismo debido a exposiciones continuas durante un periodo prolongado de
tiempo, provocando acumulacion del agente téxico en el organismo,
desarrollando tumores, lesiones en d&rganos blanco, anemia aplésica,
alteraciones del sistema nervioso central, efectos citotoxicos, como ocurre con

las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas(*142),

Presencia de sintomas clinicos, durante largo tiempo, que pueden durar unos
dias o un afio o mas, tras exposiciones repetidas a una sustancia

potencialmente toxica®b,

La toxicidad crénica puede manifestarse como miopatia, hipocalemia,

debilidad muscular, nduseas, vémitos, diarrea y reduccion de peso®™?,

Dosis mortal media o dosis letal 50 (DLso)

Cantidad de droga o principio activo necesario para producir la muerte de la

mitad de animal de experimentacion a los que se ha administrado la dosis®3).

La dosis letal se obtiene cuando el efecto que se persigue es la muerte. Para
calcular la dosis, se administra a un conjunto de animales en el laboratorio, por
via que se desea estudiar, dosis progresivamente crecientes del producto a
investigar. Se esperan 24 horas y se observan los efectos producidos, en este
caso la muerte de los animales. La dosis se expresa en mg/kg de peso del

animal®d,

Generalmente los venenos deben ser sometidos a estudios toxicolégicos y
farmacolégicos mediante la estimacion de la dosis diluciones. Letal media
(DLso), la cual es utilizada para evaluar la letalidad del veneno y la dosis en

microgramos capaz de matar al 50 % de los animales con el fin de tener una
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idea del peligro relativo que causa un agente; asimismo, esta técnica se emplea

para todas las pruebas de toxicidad y para cuantificar la potencia del veneno®2.

Efectos adversos
Disminucién de los niveles normales de las funciones anatémicas (fisiologia)

del individuo®?),

Efectos toxicos

Alteracion del equilibrio fisiolégico como una “exageracion del efecto
terapéutico” (los cardiotdnicos digitalicos pueden producir un paro cardiaco) o
un “efecto distinto del terapéutico” (los antibidticos aminoglucésidos tienen
efectos neurotoxicos y nefrotoxicos por mecanismos distintos a los de su
actividad). Los efectos téxicos solo deben aparecer en el ambito experimental

y nunca en el uso clinico normal®“4,

Los estudios preclinicos sirven sobre todo para demostrar la falta de efectos
toxicos“V. Pueden ser de los siguientes tipos:

Reversible.
Aquel cuyo efecto inicial desaparece después de un corto tiempo, luego de la

eliminacion del toxico®®).

Irreversible
No desaparece con el tiempo. El dafio persiste aun cuando el toxico

desaparezca®é4D).

Dosis o nivel sin efecto observable (NISEO)
Méaxima cantidad de sustancia administrada, en la que las consecuencias de
una o de repetidas exposiciones no se manifiestan o solo lo hacen después de

cierto tiempo©9).
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Toxicidad selectiva

Refleja la capacidad del téxico para actuar selectivamente sobre células. Esta
teoria procede de los conceptos de Erlich sobre grupos “toxéforos” (zona activa
del toxico que se une a un receptor), modificados por Albert, Ariens y otros. La
presencia de 6rganos diana susceptibles al toxico: higado, rifones, médula 6sea,

cerebro, etc?.

Toxicidad hepaticay renal

Frecuentemente el consumo de productos herbolarios o comunmente
denominados “naturistas”, no cuenta con una regulacion sanitaria apropiada y se
pueden comprar libremente. Diversas hierbas y preparados herbales han sido
implicados como causa de dafio hepatico tanto en forma aguda como cronica.

Algunas hierbas con toxicidad demostrada3.

Los problemas mas graves relacionados con el consumo de hierbas medicinales
son debidos a las sustancias téxicas presentes en las plantas*'. Son plantas cuya
ingesta se caracteriza por producir intoxicacion hepatica, renal o mixta, que
puede llevar, en unos casos, a la insuficiencia hepatocelular grave, con coma
hepatico, y en otros, a la insuficiencia renal aguda®?b.

La figura 1. Presenta las partes del higado de ratas holtzman que son: Cara
visceral del higado (1), Lébulo lateral derecho (2), Lobulo medial derecho (4),
Lébulo lateral izquierdo (5), Lobulo medial izquierdo (6), Proceso caudado del
l6bulo caudado®®),

Figura 1. Anatomia del higado de ratas Holtzman.
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Andlisis histopatolégico

Dosis mortal media o dosis letal media (DLso) Dosis de sustancia que produce
la muerte al 50 % de animales de experimentacion. Una poblacién minima de
10 ejemplares permite determinar su potencial téxico. En la DLso se consideran
siempre los efectos observados (signos, sintomas de toxicidad, efectos toxicos
y hallazgos patologicos). Los animales son observados por 14 dias después de
la administracion de la sustancia, y son sacrificados y autopsiados al término
de este periodo, para verificar efectos locales de érganos, por examen macro-
y microscopico. Se expresa en miligramos de toxico por kilogramos de peso
corporal del animal (mg/kg). También se le llama dosis media aguda oral (DLso
aguda oral®b,

- Estudios antecedentes
Antecedentes Internacionales

Olorunnisola, et al (2019). En la revista Europea de pantas medicinales se
estudio la Evaluacion de toxicidad aguda y subaguda de Euphorbia lateriflora
(Schum y Thonn) en ratas Wistar Albino. Objetivo: Evaluar la toxicidad del
extracto de etanol de la planta entera de Euphorbia lateriflora en ratas Albino
Wistar. Método: La DLso en dosis Unica de 5000 mg / kg de peso corporal.
Resultado: El estudio de toxicidad aguda oral a dosis altas Unicas de 5000 mg
/ kg / muestra que la DLso del extracto es mayor que 5000 mg / kg /. Después
de 7 dias de administracion oral, 5000 mg / kg / del extracto causaron una
disminucién significativa (p <0,05) en el volumen celular empaquetado. A 5000
mg / kg / peso corporal, el extracto caus6 un aumento significativo (p <0,05) en
ALP, proteinas totales y albumina y una disminucion en los electrolitos séricos
(Na+,k+yCl-). El andlisis histopatologico reveld la expansion de los
espacios fibrosos en el higado y el engrosamiento de la base glomerular del
rifidn en el grupo alimentado con 5000 mg / kg / peso de extractos Euphorbia
lateriflora. Conclusién: El efecto de toxicidad de 6rgano selectivo dependiente
de la dosis y el tiempo de este extracto podria ser relativamente inseguro para

el consumo a concentraciones especialmente altas®®),
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Valenzuela R, et al (2015). En el estudio Cnidoscolus chayamansa hidrop6nica
organica y su capacidad hipoglucemiante, calidad nutraceutica y toxicidad.
Objetivo: Evaluar la capacidad hipoglucemiante y antioxidante, asi como el
contenido fendlico de una infusion de hojas de chaya hidropdnica producida
bajo fertilizacion organica; ademas determinar la toxicidad de la infusién.
Método: Mediante modelos in vivo, usando ratas machos Wistar albinas y
larvas de Artemia salina (determinacion de toxicidad). Asimismo, se
determinaron el contenido fendlico y la capacidad antioxidante de la infusion.
Resultado: El consumo de la infusion evaluada redujo los niveles de glucosa
de las ratas diabéticas, teniendo un mayor efecto hipoglicemiante que la
aplicacion de glibenclamida. Conclusion: El contenido de agentes fitoquimicos
hipoglicemiantes en la infusién, incluyendo catequina y rutina. de hojas de
chaya es considerada no tOxica y segura para Su consumo como potencial

agente hipoglicemiante*?),

Olubunm E, et al. (2016). En el estudio Toxicidad aguda acuosa del extracto
de la hoja de Euphorbia heterophylla L. En ratas Sprague Dawley. Objetivo:
Evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso de hoja de Euphorbia
heterophylla. Método: Se utiliz6 el método de las directrices 423 de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico (OCDE).
Resultado: Se observé una disminucién significativa (p <0,001, p <0,01) en el
aumento porcentual semanal promedio en el peso corporal de las ratas que
recibieron 50 mg / kg, 150 mg / kg y 300 mg / kg en cualquiera de las semanas
de tratamiento, aunque hubo no hubo cambios significativos en los alimentos
consumidos. El peso relativo del higado, rifibn y cerebro aumento
significativamente (p <0,05) especialmente a 2000 mg / kg. También hubo un
aumento significativo en el hematocrito (HCT) y la hemoglobina (HB) a 50 mg /
kg (p <0,05) y 150 mg / kg (p <0,001). Sin embargo, los glébulos rojos (RBC)
(p <0,05), las plaquetas (PLT) (p <0,001) y los glébulos blancos (WBC) (p
<0,05) disminuyeron significativamente principalmente a 2000 mg / kg. Hubo
una elevacion significativa en aspartato transaminasa (AST), alanina
transaminasa (ALT) o fosfatasa alcalina (ALP) a 50 mg / kg, 300 mg / kg y 2000
mg / kg. Ademas, EHL (Euphorbia heterophylla L) causoé inflamacion leve o
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congestién portal en todos los grupos de tratamiento. Conclusion: (Euphorbia

heterophylla L). Presenta toxicidad aguda, a dosis de 2000 mg /kg de peso. “8).

Torrico f, et al. (2013). En el estudio Evaluacion de la toxicidad aguda,
actividad analgésica e hipoglicemiante del extracto acuoso de Croton pungens
en animales experimentales. Objetivo: Determinar la toxicidad aguda del
extracto acuoso de las hojas de Croton pungens y evaluar su posible actividad
analgésica e hipoglicemiante en modelos experimentales. Métodos: Se
utilizaron diversos métodos como son: Método de Probit; consiste en
administrar diferentes dosis para conocer efecto reversible en el tiempo y
dependiente de la dosis para determinar la DTso, para determinar la actividad
analgesica se utilizé el método térmico o método de Davies. La diabetes fue
inducida por inyeccion intraperitoneal de aloxano. Resultado: Fueron
reversibles y dependientes de la concentracion. No hubo muerte en ninguna de
las dosis evaluadas. Para la determinacion de la DTso se utilizo el efecto Pilo-
ereccion, resultando 1,0226 g/kg y 2,094 g/kg para machos y hembras.
Conclusion: Se demuestra que el extracto acuoso de las hojas de Croton
pungens no genero efectos toxicos agudos, EI (EACP) extracto acuoso Croton
pungens, no presenta efectos analgésicos en el modelo evaluado y demostro

actividad hipoglicemiante“®),

Cordeiro M, et al. (2015). En el estudio titulado. Actividad antimicrobiana y
toxicidad de latex de Euphorbia tirucalli L. (aveloz). Objetivo: Evaluar la
actividad antimicrobiana y la toxicidad de latex de Euphorbia tirucalli. Métodos:
Se llevaron a cabo determinaciones de carbohidratos, proteinas y andlisis de
metabolitos secundarios. Pruebas de actividad antimicrobiana; citotoxicidad en
células tumorales y toxicidad oral. Resultados: El latex mostré 165,29 ug/mL
de proteina y 129,5 pug/mL de carbohidratos. Se detectaron alcaloides,
cumarinas y nucleo esteroide. No se observo actividad antimicrobiana, hepato
o nefrotéxica y no hubo cambios en el nimero de células de la sangre de los
animales tratados. Sin embargo, se observé una reduccion de 60 % de

adhesion de células tumorales (HelLa) in vitro. Conclusién: Los resultados
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obtenidos muestran que el latex de Euphorbia tirucalli a las concentraciones

evaluadas, tiene baja toxicidad y no presenta actividad antimicrobiana®,

Antecedentes Nacionales

Betancur J, et al. (2017). En su estudio Titulado Efecto de la administracion
cronica del latex liofilizado de Croton lechleri Muell. Arg. “sangre de drago” en
Rattus norvegicus var. Albinus. Objetivo: Determinar la administracion cronica
(90 dias) del latex liofilizado de Croton lechleri Muell. Arg. “sangre de drago”
con el fin de evaluar los parametros hematologicos y bioquimicos en Rattus
norvegicus var albinus. Materiales y métodos: Se utilizé ratas con un peso
corporal (p.c.) entre 150 g a 170 g, distribuidos en Grupo A (control) y Grupos
B y C (experimentales), de 20 especimenes cada uno (10 hembras y 10
machos) a las que se administré por via oral NaCl 0,9 % y una dosis diaria de
100y 200 mg de latex liofilizado /kg p.c. Durante 90 dias, se tomaron muestras
de sangre cada 15 dias para determinar parametros hematoldgicos
(hematocrito, linfocitos, leucocitos y segmentados) y bioquimicos (glucosa,
Urea, creatinina, colesterol total y perfil hepéatico). Resultado: Todos los
valores se encontraron dentro del rango normal. Se hallaron diferencias
significativas al comparar los grupos de estudio en los resultados de glucosa
(control vs. grupo I: p 0, 05). Conclusién: El latex liofilizado de Croton lechleri
Muell. Arg. no gener¢ toxicidad en los parametros hematolégicos y bioquimicos

estudiados en Rattus norvegicus var Albinus®b.

Silvero A, et al. (2016). En su estudio titulado Toxicidad aguda de hojas de
Xanthium spinosum en ratones Balb/C. Objetivo: Analizar sobre el efecto
téxico del consumo de hojas de plantas maduras de Xanthium spinosum en
ratones BALB/c. Meétodo: Para el estudio se seleccionaron 35 ratones
BALB/C machos que fueron distribuidos en 7 grupos, 6 de ensayo y 1 de
control. El extracto fue preparado en concentraciones de 6 y 9 % (g/dL); se
administro la solucion 6 % a tres grupos y la solucion 9 % a los otros tres
grupos, con dosis entre 200 y 1000 mg/kg. Al final de 14 dias de observacion,

se extrajeron muestras de sangre para estudios en laboratorios de urea y
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transaminasas, ademas de Organos para estudios anatomopatolégicos.
Resultado: No se identificaron diferencias significativas en los parametros
relacionados a la observacion diaria. Los resultados de las pruebas de
laboratorio mostraron diferencias significativas (p=0,01) entre los niveles de
GOT (transaminasa glutamico-oxalacética) y las dosis administradas del
extracto de la planta. Todas las dosis administradas tuvieron valores
significativamente mayores al control; entre las dosis administradas, existié
diferencia entre 200 mg y 100 mg; 500 mg y 100 mg. Ademas, se constat6
correlacion entre la GOT vy la dosis de 74 %; GOT y concentracion de 66 %.
Conclusion: EI  consumo del extracto de hojas maduras

de Xanthium spinosum puede causar efecto toxico a nivel hepatico®?).

Paico D, y Raque S, (2015). Realizaron un estudio titulado Estudio
comparativo de la toxicidad aguda y del efecto antiinflamatorio de los aceites
de sacha inchi (Plukenetia volubilis y Plukenitia huayllabambana) en ratones.
Objetivo: Fue evaluar el contenido de Omega 3 en aceite de Sacha Inchi,
capaz de inhibir o reducir la respuesta inflamatoria. Método: Utiliz6 modelos
in vitro e in-vivo en animales de experimentacion. Resultados: Los analisis
fisicoguimico mostré el aceite de Sacha Inchi contiene un 53 % de Omega 3,
mientras el obtenido de Pluquentia volubilis presenta un 47 %. La evaluacion
citotdxica, demostré6 que ambos aceites no son cito toxicos, debido a que
mostraron una Concentracion Inhibitoria Media (IC50) de 48,561 mg/mL para
Pluguentia volubilis, y de 50,695 mg/mL para Pluquentia huayllabambana, los
cuales, fisiolégicamente, son valores dificiles de alcanzar en las células, se
clasificO ambos aceites en la categoria de Relativamente Inocuos.
Conclusiéon: Los aceites demostraron tener efecto antiinflamatorio
estadisticamente significativo, siendo el aceite de Pluquentia huayllabambana
mas efectivo presentando un 62 % de porcentaje de inhibicion de la
inflamacion. Se demostro la inocuidad y la potencial actividad antiinflamatoria

de Plukenetia sp®3).
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Orellana L, et al. (2014). Realizaron un estudio titulado Toxicidad aguda de
Aleurites Moluccana por via oral en ratas Sprague-Dawley. Objetivo:
Determinar la toxicidad aguda de Aleurites moluccana por administracion oral
en ratas Sprague-Dawley. Método: La evaluacion de la toxicidad aguda oral
segun lo estipulado en el ensayo 423 de las directrices de la Organizacién
Econdmica para el Comercio y Desarrollo (OECD). Guia para la evaluacion
de quimicos. Resultado: No existieron diferencia significativa en los pesos, ni
en las variables bioquimicas entre los grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05). Los
grupos Al y A2 presentaron signos clinicos de toxicidad y la muerte de tres
ratas; células hepaticas binucleadas y regenerativas en el higado; y
hemorragia glomerular en el riidon. Conclusion: Las variables clinicas e
histopatolégicas en higado y rifibn demostraron que la Aleurites moluccana
produce toxicidad aguda®?.

Gorriti A, et al. (2010). En la revista titulada Toxicidad oral a 60 dias del aceite
de sacha inchi (plukenetia volubilis L.) y linaza (linum usitatissimum L.) y
determinacion de la dosis letal 50 en roedores. Objetivo: Evaluar la toxicidad
oral a 60 dias y determinar la dosis letal (DL 50) de los aceites crudos de
sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) y linaza (Linum ussitatisimum) en ratas
Holtzman y en ratones cepa Balb C57. Métodos y materiales: Para la
evaluacion de la toxicidad oral a dosis repetida por 60 dias se utilizé 24 ratas
macho Holtzman divididos en tres grupos de ocho cada uno, los grupos
fueron: Solucion salina fisioldgica 4 mL/kg (SSF), aceite de sacha inchi 0,5
mL/kg (SI05) y aceite de linaza 0,5 mL/kg (LO5), durante el experimento se
controlé semanalmente el peso corporal y signos de toxicidad en los grupos
investigados, asi como colesterol total, HDL, triglicéridos, glucosa, urea, TGP
y fosfatasa alcalina a los 30 y 60 dias de iniciado el experimento. Para la
evaluacion de la DLso se uso ratones macho cepa Balb C57 en grupos de diez
animales, se administré por via oral dosis crecientes de aceites crudos hasta
alcanzar 1 mL/kg (37 g/kg); Se utilizé el método de probit. Resultados: Los
parametros séricos en las ratas indican que las administraciones de los

aceites disminuyeron los niveles de colesterol, triglicéridos e incrementaron el
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HDL con respecto al grupo control. Conclusiones: Se concluye que los
aceites de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) y linaza (Linum
ussitatisimum) no presentan efectos toxicos a los sesenta dias de

consumo®,

Importanciay justificacion de la investigacion
El presente trabajo de investigacion se justifica en los siguientes aspectos:

Aporte econémico: Teniendo en cuenta que un sector de la poblacion de
bajos recursos econdémicos, que estan lejos de las postas médicas y
hospitales, utilizan esta planta medicinal para aliviar el estrefiimiento que
padecen, es por ello se eligié esta especie Euphorbia huanchahana, Klotzch
& Garcke Boissier. “Huachangana” conocida por la poblacién como ccarco, la
cual fue determinada la actividad catartica, y con la presente investigacion se
busca contribuir al uso de la especie dentro de la gran variedad de purgantes

naturales.

Aporte Social: En el marco de revalidacién de la medicina tradicional, es
necesario ofrecer a la poblacion plantas medicinales como alternativa de
tratamiento, debido a sus propiedades curativas orientadas a mejorar su
salud. Por otro lado, la especie vegetal huachangana es utilizada en
Vichavichay como purgante, ademas con fines antiséptico y antiparasito; por
este motivo es importante conocer la posible toxicidad aguda hepética, renal

y hematoldgica.

Aporte en Salud: Las especies vegetales contienen diversas sustancias
activas, en distintas concentraciones, que son responsables de una actividad
farmacologica. Son utilizadas con diversos fines curativos desde tiempos
inmemorables hasta la actualidad como remedios naturales. Con el proyecto
de investigacion se busca determinar el nivel de toxicidad hepatica, renal
probable que pueda presentar los fitoconstituyentes del extracto etandlico del
tubérculo de Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“‘Huachangana”, utilizadas por un sector de la poblacién del anexo de
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Vichavichay — Castrovirreyna; y colaborar para el control de uso de esta planta

por la poblacién.

Aporte préactico: En el anexo de Vichavichay (distrito de cocas, provincia de
Castrovirreyna departamento de Huancavelica), el tubérculo de Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, son consumidas por
los pobladores en forma directa, como laxante en caso de estrefiimiento. Al
realizar las revisiones bibliograficas, estas consideran el efecto catartico o
laxante a los metabolitos secundarios de naturaleza antraquinona. Debido a
dicho uso de los pobladores de esta zona, se plante6 determinar la presencia
de metabolitos secundarios, entre ellos la antraquinona y evaluar la toxicidad

aguda a dosis limite de 2000 mg/kg en ratas (Holtzman).
Objetivo del estudio
Objetivo General.

Determinar la toxicidad aguda hepética y renal del extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier.

“‘Huachangana”, en ratas Holtzman
Objetivo Especifico:

1. Identificar por andlisis cualitativo fitoquimico la presencia de los
metabolitos del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana” Klotzch & Garcke Boissier. “Huachangana”.

2. Analizar el perfil hepatico del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier. “Huachangana”, en ratas
Holtzman.

3. Realizar los cortes histopatoldgicos del higado y rifidon de los grupos
tratados.

4. Determinar la toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg en ratas
Holtzman.
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Hipo6tesis de investigacion
Hipotesis General

Hi;: Presenta toxicidad hepatica el extracto etandlico del tubérculo de
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier. “Huachangana”, en ratas

Holtzman.

Ho: No presenta toxicidad hepatica el extracto etanodlico del tubérculo de
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier. “Huachangana”, en ratas

Holtzman.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque disefio
La presente investigacion utilizé el método
v' Segun estrategia aplicada: Experimental
v' Segun el nivel y alcance de sus resultados: Explicativo
v/ Segun tendencia o enfoque: Cuantitativo
v' Segun el proposito u orientaciéon: Aplicada
2.2. Poblacién, muestray muestreo
Poblacion y Muestra

La poblacion de estudio estuvo constituida por ratas de cepa Balb/C53/
CNPB y especie “Holtzman” adquiridos al bioterio del INS (Instituto

Nacional de Salud) en el distrito de Chorrillos, Lima-Peru.
Tamafo de La muestra

Muestra vegetal: El tubérculo de Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana

Muestra biologica: 36 ratas Hotlzman de cepa Balb/C53/CNPB

aproximadamente 177-280 g de peso corporal.

La muestra estuvo constituida por 36 ratas (18 hembras y 18 machos)
de la especie “Hotlzman de aproximadamente 177-280 g de peso

corporal. EI muestreo fue no probabilistico por conveniencia.
Criterios de inclusion
- Ratas Holtzman de ambos sexos.

- Ratas Holtzman de 200+/- 300g de peso corporal.
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2.3.

2.4,

- Ratas Holtzman que no tengan caracteristicas de enfermedad.
Criterios de exclusion
- Ratas Holtzman que no disponen el peso corporal especificado.

- Ratas Holtzman que estuvieron utilizados en otros modelos de

experimentacion.
- Ratas Holtzman con rasgos apreciables de enfermedad.
Variable de estudio
Variable (1): Variable Dependiente

Toxicidad aguda el tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke.

Boissier “Huachangana”, en ratas Holtzman.
Tipo de variable: (cuantitativa ordinal)
Variable (2): Variable independiente

Extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke. Boissier “Huachangana”.
Tipo de variable: (cualitativa nominal).

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos (validez y

confiabilidad de instrumentos)

Todos los datos estadisticos fueron recolectados y registrados en hojas
de célculo, antes, durante y al término de la investigacion. Los datos
considerados dentro del estudio estuvieron conformados por los

componentes de cada variable conforme los objetivos del estudio.
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2.5.

Proceso de recoleccién de datos

2.5.1. Obtencion de extracto etandlico de tubérculo Euphorbia

huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

La obtencién del extracto etanodlico se realizO mediante el método de
extraccidon por maceracion, consiste en extraer solido-liquido del material
vegetal, contiene compuestos polares en el liquido extraido. Este
proceso permite extraer los principios activos contenidos en el tubérculo
de Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“Huachangana”®6:57),

Se pesaron los tubérculos Euphorbia huanchahana Klotzsch & Garcke
Boissier “Huachangana”. obteniendo 4 kilos de muestra, se licuo los
tubérculos seleccionados, luego es macerado con etanol 70° por 7 dias
en frasco ambar protegida de la luz a temperatura ambiente, a
continuacion, se procedio a filtrar el extracto con ayuda de un embudo y
papel filtro. El filtrado obtenido se coloc6 en una fuente de pirex de vidrio,
se llevé a la estufa a 40 °C para volatilizar el solvente utilizado
obteniendo el extracto seco. Se peso la muestra obtenida 320 g y se

almacend en un envase de vidrio color &mbar.

2.5.2. Pruebade solubilidad del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia

huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

La prueba de solubilidad se realiza con la finalidad de describir los
procesos cualitativos de disolucién con solventes de polaridad creciente;
con el fin de obtener los metabolitos de acuerdo con su solubilidad(®® - 63,
Los solventes que se utilizaron son: Agua destilada, Etanol, Metanol, n-
Butanol, Cloroformo, Acetona, Acetato de Etilo, n-Hexano, Eter etilico, y

Benceno.
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Criterios de
exclusion

Recoleccion del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier
“‘Huachangana”

Selections y Taxonomia

clasificacion botanica

Lavado/ secado
pesado

Triturado

Maceracion

|

Filtracion

[

Obtencion del
extracto

Almacenamiento

Obtencién de material
bil6gico Ratas Holtzman

|
Evaluacion de toxicidad aguda

en
Ratas Holtzman

Perfil cualitativo
fitoquimico

Figura 2. Flujograma para Obtencion del extracto etandlico de
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“‘Huachangana”.
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Andlisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“Huachangana”.

Mediante el andlisis de perfil cualitativo fitoquimico se determina los
metabolitos presentes a través de diferentes ensayos de cambios de
coloracién y formacion de precipitados, qué permiten identificar los
metabolitos. Ademas, se disefian métodos de fraccionamiento que guian a
los estudios fitoquimicos para un mejor resultado, en cuanto a la relacién de
la composicion quimica de la planta con el efecto farmacol6gico descrito en
los modelos preclinicos realizado®?64- También, estan basados en los

modelos propuestos por Lock O®2),

Para el analisis de perfil cualitativo fitoquimico se realizaron pruebas de
coloracién y precipitacion para lo cual se utilizé 1 g de muestra del extracto
del tubérculo Euphorbia huanchahana diluidos en 20 mL de solvente etanol,
se puso 1 mL de extracto en cada tubo de ensayo y se agreg0 V gotas de
los correspondientes reactivos para su identificacion de los metabolito

primarios y secundarios.
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[ Perfil cualitativo fitoquimico J

I

Extracto etandlico de Euphorbia
huanchahana “Huachangana”

1

0

‘ Prueba de solubilidad 1 ‘

§

[ Identificacién de metabolitos ]

Molish

Benedict
Ninhidrina

FeCla

Shinoda
AICIz1 %
Baljet

Borntranger

Fehling Ay B

Gelatina 1 % / NaOH

Liebermann — Bouchard

Draguendorff

Agua destilada, Metanol, Etanol,
Cloroformo, n-Hexano, n-Butanol,
Acetona, Eter etilico, Benceno

Carbohidratos
Azlcares reductores
Azlcares reductores
Grupos amino libre
Caompuestos fendlicos
Taninos

Flavonoides
Flavonoides
Cumarinas

Esteroides y/o Triterpenos
Antraquinonas

Alcaloides

Figura 3. Andlisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto etandlico
del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“Huachangana”(®5-68),

Analisis toxicologico
Estudio toxicolégico

Los bioensayos experimentales para la evaluacion de la toxicidad aguda
del extracto etandlico del tubérculo fresco de Euphorbia huanchahana
Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”. En higado y rifion de ratas
Holtzman, se efectuaron siguiendo el test limite, metodologia y disefio

experimental descrito por las normas EPA (Agencia de proteccion
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ambiental) 870.1100, OECD (Organizacion econOmica para el comercio y

desarrollo). Los procedimientos y las recomendaciones internacionales

establecidas en el Manual de Técnicas y Métodos de Investigacion en

Nutricion Humana, Normas Eticas de la Union Europea para la

Experimentacién del Animal, Guia para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) y Directriz
para los Ensayos de Productos Quimicos OCDE/OECD 423 método de

clasificacion de toxicidad aguda toxicidad oral(7:66),

Adquisicion de ratas
Holtzman, 18 hembras y
18 machos

Aclimantacion por 14 dias para
evaluacion de la toxicidad aguda

Grupo
experimental

16 ratas 16 ratas
machos hembras
(G1) (G 2)

[

Administracion de extracto
etandlico de Euphorbia
huanchahana “Huachangana”
2,000 mg/kg via oral dosis Unica

Seleccion
aleatoria para
formar 4 grupos

Grupo
control

2 ratas
hembras
(G4

! ]

|

Administracién de agua
destilada 1 mL/100 g
peso corporal via oral

2 ratas

machos
(G?3)

A

1 : <
Evaluacion de
toxifidad
Diseccion y Extraccion de Observacion y
extirpacion de Sangre para registro de signos
higado y rifiones analisis de perfil de toxicidad
hepatico
G
Examen i técnicas Opservacif’)n en interpretacion
TUEIEEEE0EY histolégicas para microscopio(H&E) de resultados
de 6rganos =T estudio 40X de los cortes
anatomopatol6gico del higado y
rifiones

Figura 4. Flujograma de procedimientos para la evaluacién de la toxicidad

aguda del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana”. En ratas Holtzman.
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Modelo del estudio toxicolégico

El uso de los animales de laboratorio en las investigaciones biomédicas
representa un elemento fundamental en el desarrollo de importantes
avances en la prevencion y tratamiento de las enfermedades
transmisibles y no transmisibles. El modelo empelado por Fortuna

disefiado por John Willam Trevan(®?,

Tabla 5. Estimacion de toxicidad aguda (ETA) en funcién a la dosis letal

Toxicidad Via de Ndimero de Frecuencia Dosis
administracion animales de

experimentacion

Aguda oral 36 ratas Dosis 2 000 mg/kg

Unica peso

Acondicionamiento del material biolégico

Las ratas Holtzman, con un peso corporal promedio entre 225 g + 2,66 g
(ratas hembras) y 276 g + 2,94 g (ratas machos), con 50 dias de vida,
fueron albergadas y mantenidas, durante el periodo de estudio, en el
Bioterio del centro de investigacion de Farmacologia de la Universidad
Privada Norbert Wiener, en jaulas metalicas de acero inoxidable, con 22
°C (x 3 °C) de temperatura ambiental.Se mantuvieron a condiciones
normales de foto periodicidad (12 horas de luz/oscuridad), y con humedad

relativa de 65 %9,
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Preparacion de los sustratos biolégicos para la evaluacién

Las ratas fueron pesadas y albergadas en sus respectivas jaulas, segun
el grupo correspondiente. La ingesta alimenticia que se utilizé fue comida
estandar para ratas (cebada); y la bebida que se les proporcioné fue el
liquido elemental béasico (agua) a libre albedrio. En la evaluacion
toxicologica se utiliz6 36 ratas Holtzman de ambos sexos distribuidos
segun su género en dos grupos, G1-18 hembras G2-18 machos durante
un periodo de aclimatacion de 7 dias, en el bioterio de la Universidad
Norbert Wiener. A temperatura promedio de 20 +-2 °C con una humedad
relativa de 50 a 70 %, con alimentos y agua, la iluminaciéon fue con una

secuencia de doce horas luz artificial y doce horas a oscuras(9.
Preparacion y Administracion de Dosis a Grupos a Tratar y blanco.

El extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &
Garcke Boissier “Huachangana”, se peso6 8.314 g de extracto seco; luego
fue diluido en agua destilada en un vaso de beaker utilizando una bagueta
de vidrio para su disolucion, luego se filtr6 con la ayuda del papel filtro

para posteriormente proceder a realizar su administracion(>),

Se administraron via oral un aproximado 2,76 mL a 3,12 mL por cada kg
de peso a cada animal de experimentacion, el extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier
“‘Huachangana” 2000 mg/kg, de peso corporal. El extracto se administro a
los animales en condiciones Optimas, considerada como dosis limite o
prueba de letalidad, con la ayuda de una sonda oro gastrica N°18

estéril(71),

Después de la administracion de la dosis Unica, los animales
permanecieron en observacion por 14 dias, para la deteccién de sefales
clinicas de toxicidad, las cuales fueron anotadas en el formato de control
para cada animal. El primer, el sétimo y el dia nUmero 14 se efectuo el

control de pesos corporales. Los datos fueron registrados en el respectivo
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formato de control. La prueba limite se realiz6 a dosis de 2000 mg/kg de

peso corporal con 32 ratas Holztman ambos sexos.
Observaciones

Las observaciones de los animales de experimentacion fueron después
de administrar la dosis y segun el peso corporal de las ratas, la cantidad
de extracto en mL el cual fue principalmente para determinar la dosis letal
DLso, asi también la aparicion de los signos toxicos relacionado con el
estado general de las ratas para ello se utlizaron los siguientes

parametros:

Apariencia de pelos, lagrimeo, apnea, disnea, salivacion, temblor,
somnolencia, letargo, ruido nasal, epistaxis y convulsiones ataxia, diarrea

y deshidratacion“9).
Procedimiento para la extraccion de sangre y 6rganos per fundidos
Extraccion de Sangre y Organos

El dia 15 se trasladd las ratas al Laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, para realizar la eutanasia (muerte sin sufrimiento fisico),
administrandoles éter etilico via inhalatoria. Luego se procedid a la
obtencion de muestras sanguineas de cada uno de los animales. Las
muestras de sangre fueron utilizadas para realizar la determinacion de
valores bioguimicos como perfil hepatico (Aminotransferasa de Alanina,
Transaminasa Glutdmico Oxalacética, Bilirrubinas, Fosfatasa Alcalina,
Proteinas, Albuminas, Globulinas y Gamma Glutamil

Transpeptidasa)®>71.72),

Los estudios de evaluacion de toxicidad hepatica y renal se realizaron en
el Laboratorio central de patologia clinica del Hospital Nacional Arzobispo

Loayza.
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Andlisis del Perfil Hepatico

Fundamentos de Bilirrubina Directa: En la determinacion de bilirrubina
se utilizd6 acido sulfanilico diazotizado formandose azobilirrubina.
Coloreada en medio acuoso solo reacciona la bilirrubina conjugada o
directa en presencia de acido sulfanilico diazotizado, los glucoronidos de
bilirrubina y la bilirrubina — delta reacciona, formandose azobilirrubina que

en pH acido presenta un peak (pico) de absorcién de 560 nm(73.74),

Procedimiento: Se agregé al momento de utilizar por cada 1 mL de
reactivo sulfanilico con una gota de reactivo nitrito de sodio (00,05 mL)
mezclar y se dejo estable en 24 horas protegido de la luz. La muestra que
se utilizé ha sido el suero de las ratas cepa Holtzman libre de hemaolisis

luego se realizo el andlisis dentro de dos horas.

Tabla 6. Fundamentos de Bilirrubina Directa (BD) (375),

Desconocida Blanco reactivo
Muestra mL 0,10 -
Reactivo mL 1,00 1,00
trabajo
Agua mL - 0,10
destilada

Mezclar e incubar exactamente 3 minutos a temperatura ambiente (20
a 25 °c) o 1 minuto a 37 °c, llevando a cero el instrumento con el

blanco reactivo.

Abs.=(Abs.muestra) — (Abs.blanco)

Fundamentos de Bilirrubina Total

Para este método se utilizd acido sulfanilico diazotizado formandose
azobilirrubina coloreada. En medio acuoso para medir la bilirrubina total

se necesita la incorporacion de un acelerador, inicialmente se utilizd
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metanol (Malloy-Evelyn) y posteriormente benzoato de sodio (Jendrassic-
Grof). El método Valtek se basa en la modificacion propuesta por Walters
y Gerarde, en la cual se utiliza dimetilsulfoxido (DMSO). La azobilirrubina
formada es medida fotométricamente entre 540 y 600 nm siendo la
intensidad del color formado directamente proporcional a la cantidad de

bilirrubina directa en la muestra(73.75),

Procedimiento: Se agrega por cada 1 mL. de dimetilsulfoxido (DMSO), 1
gota de reactivo nitrito de sodio o (0,05 mL), mezclar estable por 24 horas

proteger de la luz.

Tabla 7. Fundamento de la bilirrubina total (BT)(73.75),

Desconocido calibrador Blanco Reactivo

Muestra mL 0,10 - -
Calibrador mL - 0,10 -
Reactivo mL 1,00 1,00 1,00
trabajo

Agua mL - - 0,10
destilada

Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente (20° a 25 °c) o 6
minutos a 37 °C. llevando a cero el instrumento con el blanco reactivo. El

color resultante es estable por 30 minutos.

Abs.= (Abs. muestra) - (Abs. Blanco)

Fundamento de Transaminasa Glutamico Oxalacetico (Aspartato de

Aminotransferasa) en Suero (GOT)

Se encuentra en todo el tejido, pero en altas concentraciones en higado,
musculo, rifidn y corazon el aumento de estos se asocia a enfermedades
como hepatitis infarto del miocardio. La determinacion de ASAT se realizé
acoplando su accién transaminasa a la accion de la enzima MDH en
presencia de la NADH. Este método se fundament6 en el método de Henry
et al; siguiendo las recomendaciones de International Federation of Clinical
Chemestry and Laboratory Medicine (IFCC) (73,
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Procedimiento: Al mezclar 1 mL de reactivo 1 con 200 uL de reactivo 2 o
preparar el volumen requerido manteniendo la proporcion. Estabilidad del

reactivo de trabajo en 10 dias entre 2° y 8 °c.

Tabla 8. Fundamento de Transaminasa Glutdmico Oxalacetico (Aspartato

de Aminotransferasa) en Suero (GOT)(3),

(mL) 1,0

muestra o calibrador (mL) 0,1

Mezclar y transferir a la cubeta del espectrofotometro. Incubar 60
segundos a la temperatura de reaccion, leer la absorbancia inicial (A1)
a 340 nm. Repetir la lectura a intervalos de 60 segundos exactos hasta

por tres minutos.

Fundamento de Fosfatasa Alcalina: De acuerdo, an International
federation of Clinical Chemestry and Laboratory Medicine (IFCC).La
fosfatasa alcalina cataliza el hidrolisis del p-Nitrofenilfosfato a p-Nitrofenol
y fosfato produciéndose un aumento de absorbancia a 405 nm.

Proporcional a la concentracion de enzima en la muestra.

Procedimiento: Llevar el reactivo a temperatura de reaccion 37°c y poner

el espectrofotdmetro en cero contra blanco de agua destilada.

Tabla 9. Fundamento de Fosfatasa Alcalina(™?.

Reactivo mL 1,00
de trabajo
Volumen mL 0,02
de
muestra

Mezclar y transferir a la cubeta del espectrofotometro. Incubar 60
segundos a la temperatura de reaccion. Leer la absorbancia inicial (A1)

a 405 nm. Repetir la lectura a los 60 segundos.
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Fundamento de Albumina (BCG): Estos métodos comunmente utilizados
se basan en la union de albumina a colorantes o indicadores siendo el mas
comun el que utiliza verde de bromo cresol. El método de Valtek se basa

en este Ultimo segln las recomendaciones de Doumas(’3:74),

Procedimiento: Llevar el reactivo a temperatura de reaccion (18°-25 °c)

antes de realizar el ensayo.

Tabla 10. Fundamento de Albumina (BCG)("375),

Blanco Calibrador Desconocido
Muestra mL - - 0,01
Calibrador mL - 0,01 -
Reactivo mL 1,0 1,0 1,0

Mezclar e incubar 3 minutos a temperatura ambiente y leer las
absorbancias a 620nm, llevando a cero el espectrofotometro con el
blanco de reactivo. El color resultante es estable por a lo menos treinta

minutos.

Andlisis Histopatoldgicos de Higado y Rifion

Se evalud el aspecto macroscopico de los 6rganos que luego fueron
conservados en formol al 10 %. Los cortes representativos de los diversos
organos se incluyeron en parafina y se seccionaron con micrétomo a un
grosor de 4 a 5 pm. Se utilizé la técnica de coloracion de hematoxilina-
eosina que se realizé en el Departamento de Patologia del Hospital
Nacional Arzobispo Loayza. Los indicadores de toxicidad fueron edema,
acumulaciones intracelulares, congestion vascular, necrosis, Yy
hemorragias(’®). Para realizar los analisis microscopicos de las muestras

previamente se prepararon los tejidos tanto el higado y rifién.
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Toma de la muestra

Para realizar la obtencion de las muestras se sacrificaron a los animales
por dislocacion cervical para efectuar la necropsia y la extraccién de
organos internos (higado y rifién), los cuales fueron examinados
macroscopicamente en cuanto a superficie, color, consistencia, tamafio y
peso, para luego ser fijados en solucion de formalina al 10 % e incluidos
en bloques parafinados, cortadas en 5 ym y coloreados con hematoxilina-

eosina(’2-79),
Preparacion de los tejidos
Fijacion

Este proceso no debe exceder las 24 horas.Mediante la técnica de
inmersion de érganos en fijador(®). El higado y rifiones extirpados fueron
depositados en contenedores pequefios, los cuales contenian formol 10%

tamponado neutro.

Los 6rganos extraidos y acondicionados adecuadamente se llevaron al
Laboratorio Central de Patologia Clinica del Hospital Nacional Arzobispo
Loayza para su analisis pertinente.

Inclusién

Seleccién del tejido: Las selecciones de los érganos en estudio se
realizaron con especial cuidado para evitar alguna alteracion que dificulte

nuestra investigacion.

Los tejidos lavados con agua destilada, fueron colocados en los casettes
de inclusion 4 x 3 cm, los cuales fueron debidamente rotulados vy

almacenados.

Deshidratacion: La deshidratacion se realizé con parafina, debido a su
inmiscibilidad con el agua, para que pueda penetrar completamente los

tejidos se sustituyé el agua por un solvente organico, alcoholes de
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polaridad creciente; es decir, en alcohol de alcohol 96°, 30 minutos

Aclaramiento: Para el aclaramiento se sustituyé el deshidratante
(alcoholes) por otra sustancia aclarante o liquido intermedio, miscible en
el medio de inclusion (xilol). Para ello, se realizaron dos bafios sucesivos
con el agente clarificante; es decir, las muestras se sumergieron en xilol

dos veces cada 30 minutos.

Impregnacion en parafina: En esta técnica se introdujo la muestra en
un molde con parafina liquida, cada 30 minutos por dos oportunidades.
La parafina ingreso a los tejidos con facilidad, debido a la presencia de
xilol, cubriendo el area ocupado por el agua, la misma que fue desplazada
por el proceso de deshidratacion con alcoholes. Obteniendo como
resultado final que la muestra quedd completamente incluida en parafina,

formandose un bloque o taco de parafina.

Enfriamiento: El bloque o taco fue solidificado en el refrigerador durante
12 horas.

Cortes: Con la ayuda del micrétomo se realizaron cortes longitudinales y
transversales, seccionandolos a 4 p y colocandolos en las laminas

portaobjetos. Luego se procedio a la tincion, previa desparafinacion.

Coloracién o tincion de los tejidos: Se usé el método de la doble

coloracién con hematoxilina y eosina (H&E), segun los siguientes®0.76.77),
a. La parafina se desplaza con xileno a dos cambios de 5-10 minutos.
b. Pasar por etanol absoluto a dos cambios de 5-10 minutos.
c. Pasar por etanol alcohol 96° a dos cambios de 2-5 minutos.
d. Pasar por etanol 70° a dos cambios de 2 minutos.
e. Primera coloracion: aplicar hematoxilina de Harris por 5 minutos.

f. Diferenciacion con etanol acido (HCI 1%) a dos pasos de 20 minutos.
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g. Lavado con agua corriente.

h. Lavar con agua alcalina (carbonato de litio) al 1 %.

I. Lavado con agua corriente.

j-  Segunda coloracion: aplicar eosina por 1minutos (dos veces).

k. Lavado con agua corriente.

|. Lavar con etanol 96° (dos veces).

m. Lavar con etanol absoluto (dos veces).

n. Pasar con xilol a dos pasos de 5 minutos para proceder al montaje.
H. Observacion de los tejidos

Para realizar la observacion de los tejidos se realizaron inicialmente,
antes del montaje facilitar la microscopia utilizando una gota del
adherente traslicido balsamo de Canada. Colocar la lamina porta
objetico con la muestra y la laminilla cubreobjetos. Enfocar con el lente
de aumento 5x del microscopio, visualizar con el lente de aumento 10x,
luego a 40x. Observar. Tomar datos del analisis y capturar imagenes

digitales.
Aplicacién de instrumento de recoleccion de datos

Finalizado los andlisis de los ensayos experimentales, es necesario
procesar los datos obtenidos. Por lo tanto, se desarroll6 con el nimero
de animales utilizado en el experimento en comparacion con los
animales control. En el andlisis cualitativo se realiz6 a los 6érganos de los

animales y su observacion, respectivamente.

Todos los datos cualitativos fueron recolectados y registrados, antes,

durante y al término de la investigacion.

40



2.6.

La informacién contenida en nuestro instrumento de recoleccion de
datos fue ingresada a un archivo de datos del programa de Office Excel
version 2016, luego de verificar su consistencia se exporto a un archivo

SPSS Version 24 para el andlisis de datos.
Métodos de andlisis estadistico

Mediante el SPSS version 24 se calcularon tablas de frecuencia simple
y de doble entrada. Con la finalidad de determinar la diferencia
significativa de las variables en grupos e intergrupos (error), la medicion
de las variables cuantitativas (pesos de las ratas hembras y machos) se
utilizaron técnicas paramétricas y no paramétricas. Para la comparacion
de los parametros entre el grupo control y experimental por sexo se
utilizé la prueba de U de Mann-Whitney que no requiere normalidad ni
supuestos de homogeneidad, por otro lado, las comparaciones de los
parametros de interés entre sexos se realizaron mediante pruebas T de
Student. Los niveles de significancia fijados para ambos casos fueron del
5% (a =0,05)y 95 % de confianza (1 - a = 0,95).

Los resultados se expresaron mediante frecuencias absolutas,
frecuencias relativas porcentuales, tabla de distribucién de frecuencias y
representaciones gréaficas de barras y diagramas de cajas. Los analisis
de datos se efectuaron progresivamente, al término de cada resultado
obtenido u observacion efectuada.

2.7.Aspectos bioéticos

Conforme los objetivos del estudio este estudio se cumpli6 con los
lineamientos internacionales para el desarrollo de investigacion cientifica
con el uso de animales de experimentacion por la Office of Animal Care
and Use of National Institute of Health("®). Ademas, este estudio cumplié
con los lineamientos de la bioética en los aspectos de no maleficencia,

beneficencia y justicia.
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.  RESULTADOS

Tabla 11. Prueba de Solubilidad del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana”

SOLVENTES NOMENCLATURA REULTADO
Agua destilada H20 +
Etanol ETOH +
Metanol MeOH +
n-Butanol n-buOH +
Cloroformo CHCI3 -
Acetona Me2CO -
Acetato de etilo EtoAc -
n-Hexano Hex -
Eter etilico Et.O -
Benceno CeHs -

Leyenda: Soluble (+) Insoluble (-)

En la tabla 11, se observa el extracto etanolico del tubérculo Euphorbia huanchahana  Klotzch & Garcke Boissier
“Huachangana”. Es soluble en solventes polares como: Agua destilada, Etanol, Metanol y n-Butanol e insolubles en solventes

apolares como: Cloroformo, Acetona, Acetato de etilo, n-Hexano y Eter etilico.
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Tabla 12. Andlisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana

Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

Reactivos Metabolito Resultados
Molish Azlcares +
Fehling Ay B Azucares reductores +
Benedict AzUcares reductores +
Ninhidrina Grupo amino libre +
Tricloruro férrico 1 % Compuestos fendlicos +
Gelatina 1 % /NaOH 1 % Taninos +
Shinoda Flavonoides +
Tricloruro de aluminio 1 % Flavonoides +
Baljet Lactonas sesquiterpénicas +
Liebermann- Bourchard Esteroides y/o triterpenos -
Borntranger Quinonas +
Draguendorff Alcaloides +
Leyenda: Presencia (+) Ausencia (-)

En la tabla 12 se muestran los resultados del analisis de perfil cualitativo fitoquimico del extracto etandlico del tubérculo
Euphorbia huanchahana Kilotzch & Garcke Boissier “Huachangana” los metabolitos primarios y secundarios como son:
Azulcares reductores, Grupo amino libre, Compuestos fendlicos, Taninos, Flavonoides, Lactonas sesquiterpénicas, Esteroides

y/o triterpenos, Quinonas y Alcaloides 12,
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Tabla 13. Comparacién de los valores de Bilirrubinas, Transaminasas, y otros parametros bioquimicos en ratas machos Holtzman,
tratados con el extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”

Macho

Bilirrubina total
(BT) (mg/dL)

Control

2

0,68

-0,39

0,00

0,02

Ex. etandlico 16 1,07

Bilirrubbina directa (BD) Control 2 0,16 -0,30 0,00 0,02

(mg/dL) —
Ex. etandlico 16 0,45

Bilirrubina indirecta (Bl) Control 2 0,49 -0,13 7,00 0,20

(mg/dL) AT
Ex. etandlico 16 0,62

TGO (U/L) Control 2 76,24 -65,57 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 141,80

TGP (U/L) Control 2 31,61 -9,56 5,00 0,12
Ex. etandlico 16 41,16

Fosfatasa Alcalina (U/L) Control 2 142,11 -155,90 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 298,00

Proteinas T. (mg/dL) Control 2 7,87 2,29 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 5,58

Albuminas (mg/dL) Control 2 3,98 0,38 3,00 0,06
Ex. etandlico 16 3,59

Globulinas (mg/dL) Control 2 3,41 1,46 3,00 0,06
Ex. etandlico 16 1,94

Gamma glutamil transp. Control 2 36,00 10,56 9,00 0,32

(mg/dL) Ex. etanélico 16 25,44
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En la tabla 13, muestra la comparacién de los parametros de estudio entre
las 16 ratas machos del grupo experimental versus el grupo control de 2
ratas. Para la comparacion se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney la cual plantea la hipotesis nula de que las distribuciones de ambos
grupos son iguales o que las diferencias observadas se deben al azar y se

puede aplicar a muestras pequenas.

La tabla 13 muestra los promedios como un valor de referencia toda vez de

que la prueba de U de Mann-Whitney en realidad trabaja con los rangos.

Al contrastar las ratas del grupo experimental tratadas con extracto
etanolico del tubérculo Euphorbia Huanchahana versus el grupo control se
observ6 un mayor valor promedio de la bilirrubina total: 1,07 Vs 0,68 mg/dL
y de la bilirrubina directa: 0,45 Vs 0,16 mg/dL, en tanto la salida del SPSS
version 24 para la prueba U de Mann-Whitney proporciona un p valor
menor a 0,05 (p valor = 0,002) lo cual indica que la diferencia observada es

significativa y se puede concluir que existe diferencias entre ambos grupos.

En cuanto a la bilirrubina indirecta, la diferencia observada entre ambos
grupos no es lo suficientemente amplia, por tanto, no se puede concluir que

los valores de estos parametros sean diferentes.

Con respecto a los valores TGO de los grupos experimental y control se
observa una diferencia significativa (p valor <0,05) lo cual permite concluir
que los valores de (TGO) Gamma glutamil transpeptidasa de las ratas
tratadas con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana son
superiores al grupo control. En el caso de los valores (TGP) Gamma
glutamil transpeptidasa, no se pueden concluir que los valores sean

diferentes.
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Tabla 14. Comparacién de los valores de Bilirrubinas, Transaminasas, y otros parametros bioquimicos en ratas hembra Holtzman,

tratados con el extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Kilotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

Hembra

Bilirrubina total (mg/dL)  Control 2 0,35 -0,63 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 0,98

Bilirrubbina directa Control 2 0,17 -0,22 0,00 0,02

(mg/dL) Ex. etandlico 16 0,38

Bilirrubina indirecta Control 2 0,43 -0,17 3,00 0,06

(mg/dL) Ex. etandlico 16 0,60

TGO (U/L) Control 2 53,58 -72,85 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 126,43

TGP (U/L) Control 2 37,05 -2,74 13,00 0,67
Ex. etandlico 16 39,79

Fosfatasa Alcalina Control 2 93,43 -161,32 0,00 0,02

(U/L) Ex. etandlico 16 254,75

Proteinas T. (mg/dL) Control 2 6,49 1,07 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 5,42

Albuminas (mg/dL) Control 2 4,25 0,66 0,00 0,02
Ex. etandlico 16 3,58

Globulinas (mg/dL) Control 2 3,36 1,55 1,00 0,03
Ex. etanélico 16 1,81

Gamma glutamil Control 2 40,90 18,84 1,00 0,03

transp. (mg/dL) Ex. etandlico 16 22,06
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En la tabla 14, se muestra la comparacion de los parametros de estudio de las 16
ratas Holtzman hembras del grupo experimental versus 2 ratas Holtzman del grupo
control. De manera andloga al caso de ratas machos se utiliz6 la prueba no

paramétrica U de Mann-Whitney.

Nuevamente los promedios son como referencia toda vez que la prueba U de Mann-

Whitney en realidad trabaja con los rangos.

Al contrastar las ratas del grupo experimental tratadas con extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana versus el grupo control, se observé un mayor valor
promedio de la bilirrubina total: 0,98 Vs 0,35 mg/dL y de la bilirrubina indirecta: 0,38
Vs 0,17 mg/dL, en tanto la salida del SPSS version 24 para la prueba U de Mann-
Whitney proporciona un p valor menor a 0,05 (p valor = 0,002) lo cual indica que la
diferencia observada es significativa y se puede concluir que existe diferencias entre

ambos grupos de ratas hembras.

En cuanto a la bilirrubina indirecta, la diferencia observada entre ambos grupos no es
lo suficientemente amplia, por tanto, no se puede concluir que los valores de estos

pardmetros sean diferentes.

Con respecto a los valores TGO de los grupos experimental y control se observa una
diferencia significativa (p valor <0,05), lo cual permite concluir que los valores de TGO
de las ratas tratadas con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana son
superiores al grupo control. En el caso de los valores TGP, no se pueden concluir que

los valores sean diferentes.
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Figura 5. Distribucion de Bilirrubinas en ratas Holtzman
por grupo control y experimentales tratados con extracto
etanolico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch

& Garcke Boissier “Huachangana”

En la figura 5, se observa la distribucion conjunta para ratas machos y hembras,
en términos generales que las distribuciones de los valores de Bilirrubina total,
Bilirrubina directa y Bilirrubina indirecta en mg/dL son superiores para las ratas
del grupo experimental tratadas con extracto etandlico del tubérculo “Euphorbia
huanchahana” versus el grupo control, ademas se observaron algunos valores

bastante elevados de la bilirrubina total.
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Figura 6. Distribucion de transaminasas en ratas Holtzman
por grupo control y experimentales tratados con extracto
etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana”.

En la a figura 6, se observa la distribucion conjunta para ratas machos y
hembras de los valores de TGO y TGP, se observa en términos generales
gue principalmente las distribuciones de los valores de (TGO) Gamma
glutamil transpeptidasa. de las ratas del grupo experimental presenta una
amplia dispersion y ademas valores superiores con respecto al grupo control,
mientras que para el TGP se observa un ligero aumento también del grupo

experimental con respecto al grupo control.
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Figura 7. Distribucion de Proteinas Total. Albuminas, Globulinas
en ratas Holtzman del grupo control y experimentales tratados
con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana

Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

En la figura 7, se observa la distribucion conjunta para ratas machos y
hembras de los valores de Proteinas, Albuminas y Globulinas en mg/dL, se
observa en términos generales que principalmente las distribuciones de los
valores dichos parametros para las ratas del grupo experimental presenta

menor dispersion y ademas valores inferiores con respecto al grupo control.
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Figura 8. Distribucion de Fosfatasa Alcalina y Gamma glutamil
transpeptidasa en ratas Holtzman del grupo control y experimentales
tratados con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia

huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

En la figura 8, se presenta la distribucion conjunta para ratas machos y
hembras de los valores de Fosfatasa Alcalina (U/L) y Gamma glutamil
transpeptidasa. (mg/dL), se observa en términos generales que los
valores de Fosfatasa Alcalina (U/L) para las ratas del grupo experimental
presenta mayor dispersion y ademas valores superiores con respecto al
grupo control mientras que en el caso de la Gamma glutamil

transpeptidasa el comportamiento es inverso.

51



Tabla 15. Comparacion de los pesos en gramos de ratas Holtzman, versus grupo experimental tratado con extracto etandlico
del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana” por sexo.

. . Diferencia U de Mann- Sig.
=2 PRI SRl o e de medias  Whitney  asintética(bilateral)

Control 2 266,50

Peso dia uno (g) 12,25 14,00 0,78
Ex. etandlico 16 254,25
Control 2 270,50

Macho Peso dia siete (g) 2,94 16,00 1,00
Ex. etandlico 16 267,56

Peso dia catorce Control 2 264,00 775 13.50 072
@ Ex. etan6lico 16 256,25
Control 2 233,50

Peso dia uno (g) 11,94 4,00 0,09
Ex. etandlico 16 221,56
Control 2 241,50

Hembra Peso dia siete (g) 6,44 8,00 0,26
Ex. etandlico 16 235,06

Peso dia catorce Control 2 236,50 369 950 035

@) Ex. etandlico 16 232,81

En la tabla 15, muestra que, tanto en ratas macho como hembras, las diferencia observadas entre los pesos promedios de las
ratas del grupo control y el grupo experimental no fueron significativas en ninguno de los tres momentos de la evaluacion (dia
uno, siete y catorce). Es decir, no se puede concluir que el extracto etandlico del tubérculo Euphorbia Huanchahana Klotzch &

Garcke Boissier “Huachangana” afecte el peso de las ratas Holtzman.
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Figura 9. Distribucion de los pesos en ratas Holtzman del grupo control y
experimentales tratados con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”

En la figura 9, se observa el diagrama de cajas, que existe una mayor
variabilidad en el caso de los pesos del grupo experimental con respecto
al grupo control, por lo mismo cuando los valores medianos de los pesos
del grupo experimental son ligeramente inferiores las comparaciones no

son concluyentes.
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Figura 10. Distribucion de las ratas Holtzman segun Bilirrubinas y transaminasas por tipo de tratamiento.

En la figura 10, se observa el porcentaje (%) de distribucion de las ratas Holtzman segun Bilirrubinas y transaminasas
por tipo de grupo, observamos que el 88 % (28) de las ratas Holtzman tratadas con el extracto etandlico del tubérculo
Euphorbia huanchahana Kilotzch & Garcke Boissier “Huachangana” presentan valores elevados de bilirrubina total,
mientras que un 100 % (32), de este mismo grupo presentan también valores elevados de bilirrubina directa. Se

observa ademas que solo un reducido de 38 % (12) presentan valores elevados de bilirrubina indirecta.
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Figura 11. Distribucion de las ratas Holtzman segun transaminasas por tipo de tratamiento.

En la figura 11, se observa los valores porcentuales de las transaminasas por tipo de tratamiento de grupo, que
un 100 % (32) de las ratas Holtzman del grupo experimental tratados con el extracto etandlico del tubérculo
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, presentan valores elevados de (TGO)

Gamma Glutamil Transpeptidasa, mientras que un solo reducido 13 % (4) presentaron valores elevados de TGP.
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Figura 12. Distribucion de las ratas Holtzman segun Fosfatasa Alcalina, Proteinas T, Albuminas, Gamma
Glutamil Transpeptidasa y Globulinas por tipo de tratamiento.

En la figura 12, se observa del grupo de ratas Holtzman del grupo experimental el 63 % presentaron valores

elevados de Fosfatasa Alcalina, mientras que un 75 % presentaron valores disminuidos de proteinas t., también

un 13 % presentaron disminucién de los niveles de Albumina, un 88 % disminucion de Globulinas, mientras que

el 100 % presentaron valores normales de Gamma Glutamil Transpeptidasa.
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A. Corte histopatoldgica del higado

Leyenda:
(A) células de kupffer,
(B) vena centro biliar, vena centro lobular

Figura 13. Micrografia del grupo control del

higado de ratas Holtzman sin tratamiento.

En la figura 13, se observa el corte
histopatolégico del higado de ratas
Holtzman sin tratamiento. Células de
kupffer, vena centro biliar, vena centro
lobular conservado, limpio, despejadas sin

edema. En su estado normal.
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Leyenda:

(A) vena centro lobular
(B) Arteria

(C) Vena centro lobulillar
(D) Capsulas de Kupffer

Figura 14. Micrografia del higado de ratas
Holtzman, tratado con extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &
Garcke Boissier “Huachangana”

En la figura 14, se observa el corte
histopatolégico del grupo experimental a
dosis de 2000 mg/kg via oral.

(A) vena centro lobular con gotas de sangre.
(B) Arteria ocluida por una trombosis

(C) Vena centro lobulillar con canales
congestivas

(D) Capsulas de Kupffer conservados sin
hemorragia.
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B. Corte histopatoldgico del rifidn

(€JIoulos

distalec. 1 (B) tapSulg
(8 Boyman

Leyenda. Leyenda.

(A). Glomérulo, I6bulos capilares (A). Glomérulo, I6bulos capilares

(B) Cépsula de Bowman (B) Capsula de Bowman

(C) Tubulos distales (C) Tubulos distales

Figura 15. Micrografia del rifién de ratas Figura 16. Micrografia del rifion tratado con
Holtzman del grupo control sin extracto etanodlico del tubérculo Euphorbia
tratamiento. huanchahana “Huachangana” Klotzch & Garcke

) Boissier “Huachangana”.
En la figura 15, se observa el corte

histopatol6gico del rifién sin tratamiento. En la figura 16, se observa: las estructuras del
Glomérulo, I6bulos capilares, capsula de glomérulo conservado, las capsulas de Bowman
Bowman, tdbulos distales, en su estado completas y conservados y tlbulos distales con
normal. asa de Henle libres y completas.
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4.1.

IV. DISCUSION

Discusiones

El extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke
Boissier “huachangana”, como se evidencia en la tabla 11 de la prueba de
solubilidad, se demostré que contiene fitoquimicos de naturaleza polar, esto

coincide con lo publicado por Nafiez et al2.

En el analisis del perfil cualitativo fitoquimico del extracto etanodlico del
tubérculo de Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier
“Huachangana”, demostré la presencia de metabolitos como: Carbohidratos,
azucares reductores, grupos aminos libres, compuestos fendlicos, flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas, quinonas y taninos, son metabolitos de naturaleza
polar, lo cual se ve favorecido con el uso de un solvente como el etanol (Tabla
12). Estos hallazgos concuerdan con los resultados reportados por Lock®D),
Nafiez et al!? y Miranda(®. Ademas, se ha demostrado la misma composicion
en otras especies del mismo género de Euphorbia como lo indica Castillo et al

(80), Collave®D y Carvajal et al®?),

En las pruebas de Bilirrubinas, Transaminasas y otros parametros bioquimicos,
muestra que en el caso de las ratas machos del grupo experimental versus
grupo control tratadas con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, se observé un mayor
valor promedio de la bilirrubina, T (1,07 mg/dL vs. control 0,68 mg/dL). y de la
bilirrubina indirecta: 0,38 Vs 0,17 mg/dL, en tanto la salida del SPSS para la
prueba U de Mann-Whitney proporciona un p valor menor a 0,05 (p valor =
0,002). lo cual indica que la diferencia observada es significativa y se puede
concluir que existe diferencias entre ambos grupos de ratas machos (Tabla 13),
podemos afirmar segun los valores bajos, no es téxico como se evidencia en

lo publicado por Olubunm et al“®), Silvero et al®®? y Aguila ©3).

Con respecto a los valores de gamma glutamil transpeptidasa (TGO) de los
grupos experimental y control se observa una diferencia significativa (p valor
<0,05) lo cual permite concluir que los valores de TGO de las ratas tratadas

con extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana son superiores al
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grupo control. En el caso de los valores TGP, no se pueden concluir que los
valores sean diferentes. Sin embargo, en cuanto a la bilirrubina indirecta, la
diferencia observada entre ambos grupos los valores son bajos, por tanto, no
es toxico (Tabla 13) conforme a lo publicado por Olubunm et al®, Silvero et

al®?y Aguila®®, Sandoval® y Rojas(®).

En las pruebas de Bilirrubinas, Transaminasas y otros parametros
bioquimicos, muestra que en el caso de las ratas hembras del grupo
experimental versus grupo control tratadas con extracto etandlico del tubérculo
Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, se
observé un mayor valor promedio de la bilirrubina 0,98 mg/dL vs. control 0,35
mg/dL). y de la bilirrubina indirecta: 0,38 Vs 0,17 mg/dL, en tanto la salida del
SPSS para la prueba U de Mann-Whitney proporciona un p valor menor a 0,05
(p valor = 0,002), lo cual indica que la diferencia observada es significativa y se
puede concluir que existe diferencias entre ambos grupos de ratas hembras
(Tabla 14). conforme a lo sefialado por Olubunm et al®®, Silvero et al®? y

Aguila ®3y Rojas(®).

Con respecto a los valores de gamma glutamil transferasa (TGO) de los grupos
experimental y control se observa una diferencia significativa (p valor <0,05) lo
cual permite concluir que los valores de TGO de las ratas tratadas con extracto
etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana son superiores al grupo
control. En el caso de los valores TGP, no se pueden concluir que los valores
sean diferentes. Sin embargo, en cuanto a la bilirrubina indirecta, la diferencia
observada entre ambos grupos los valores son bajos, por tanto, no demostré
toxicidad aguda hepatica y renal en las ratas hembras (Tabla 14) conforme a

lo sefialado por Olubunm et al®, Silvero et al®? y Aguila ®®y Rojas®.

En los estudios pos mortem, las observaciones microscopicas de los tejidos de
higado y rifidn realizados, indica taponamiento de los canaliculos biliares, vena
centro lobular con espacios de vacuos y hepatocitos libres y tiene hepatocitos
bien marcados, el espacio centro lobular con tejidos central periférico
compacto, presenta espacios vacios con presencia de tejido graso, ademas
presenta espacios hemorragicos periféricos y en el centro lobular con espacios

comprometidos, no son graves ni generalizadas, y van desde leve a moderado.
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No representan hallazgos patolégicos mayores que hayan causado dafio del
higado y rifion. Por lo tanto, el extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”, no causé cambios
histopatoldgicos (lesiones), degeneracion celular. Las variables cualitativas
permitieron demostrar que la Hi, que presumia causar efectos toxicos en
higado y rifidn de ratas administrada a dosis Unica de 2000 mg/kg peso, queda
rechazada. La hipétesis Ho es aceptada; es decir, el extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier. “Huachangana”,
administrado a dosis Unica de 2000 mg/kg no produce toxicidad hepética y

renal (Figura 13), segun indica Silvero et al®? y Arroyo et al®?),

4.2.Conclusiones

> No se determiné toxicidad aguda hepatica y renal del extracto etandlico del
tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”

en ratas Holtzman.

» Los metabolitos del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia huanchahana
Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana” encontrados son alcaloides,
carbohidratos, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, antraquinonas,

triterpenos y/o esteroides, grupo amino libres y azucares reductores.

» En el analisis bioquimico realizado a nivel hepatico y renal, el extracto etandlico
del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier
‘Huachangana”, cuyos valores de bilirrubinas, Transaminasas y otros
parametros bioquimicos son bajos y no producen toxicidad hepatica a dosis 2000

mg/kg por via oral.

» En el estudio realizado de los cortes histopatologicos no se evidencia
alteraciones a dosis limite de 2000 mg/kg por via oral, por tanto, no presenta

toxicidad.

» La toxicidad aguda a dosis limite de 2000 mg/kg por via oral no evidencia
alteraciones de toxicidad aguda hepatica ni renal, por lo tanto, no presenta

toxicidad.
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4.3. Recomendaciones

» Se recomienda continuar con el trabajo realizando sobre los estudios de
toxicidad cronica, dosis limite de 2000 mg/Kg via oral para determinar su

posible grado de toxicidad.

> Realizar el estudio sub aguda de la actividad catartica del tubérculo
Euphorbia huanchahana “Huachangana”. Klotzch & Garcke Boissier

“‘Huachangana’.

» A las autoridades de la universidad apoyar a los alumnos a la
investigacion de los recursos naturales, puesto que el Perl esta dotado
de una inmensa variedad de plantas medicinales en la actualidad aun no

estudiadas.
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Anexo A: Matriz de consisténcia

ANEXOS

EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL TUBERCULO Euphorbia Huanchahana KLOTZCH & GARCKE BOISSIER.
“HUACHANGANA” EN RATAS HOLTZMAN

Planteamiento de Problema

Objetivos

Hipoétesis

Justificacion

Variable

Tipo de Variables

Metodologia

Problema General

¢ Cudl es el nivel de toxicidad
aguda del extracto etandlico del
Tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke.
Boissier “Huachangana”, en ratas
Holtzman?

Problema Especifico

1.- ¢ Cuél es el perfil cualitativo
fitoquimicos del extracto etandlico
del Tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke.
Boissier “Huachangana?

2.- ¢(Cual es el nivel de toxicidad
aguda del perfil hepatico del
extracto etandlico del Tubérculo
Euphorbia huanchahana Klotzch &
Garcke. Boissier “Huachangana?

3.- ¢Qué tipos de cortes
histopatolégicos del higado y rifién
se realiza?

4.- ¢(Cudl es el nivel de toxicidad
aguda a dosis de 2000 mg/kg.?

Objetivo General

Determinar la toxicidad aguda
hepética y renal del extracto
etandlico de Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke
Boissier. “Huachangana”, en ratas
Holtzman

Objetivos Especifico

1.- Identificar por anélisis
cualitativo presencia de los
metabolitos del extracto etandlico
del tubérculo Euphorbia
huanchahana” Klotzch & Garcke
Boissier. “Huachangana”.

2.- Analizar de perfil hepético del
extracto etandlico de Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke
Boissier. “Huachangana”, en ratas
Holtzman.

3.-Realizar los cortes
histopatolégicos del higado y rifién
de los grupos tratados.

4.- Determinar la toxicidad aguda a
dosis limite de 2000 mg/kg en ratas
Holtzman.

Hipétesis General

Hi: Presenta toxicidad
hepética el extracto
etandlico del tubérculo de
Euphorbia huanchahana
Klotzch & Garcke
Boissier.

“Huachangana”, en ratas
Holtzman.

Ho: No presenta toxicidad
hepatica el extracto
etandlico del tubérculo de
Euphorbia huanchahana
Klotzch & Garcke
Boissier. “Huachangana”,
en ratas Holtzman.

Aporte econémico: Dado que un sector de la
poblacién de bajos recursos econdémicos, que
estan lejos de las postas médicas y hospitales,
utilizan esta planta medicinal para aliviar el
estrefiimiento que padecen, es por ello se eligid
esta especie Euphorbia huanchahana, Klotzch &
Garcke Boissier. “Huachangana” conocida por la
poblacién como ccarco, la cual fue determinada
la actividad catartica, y con la presente
investigaciéon se busca contribuir al uso de la
especie dentro de la gran variedad de purgantes
naturales.

Aporte Social: En el marco de revalidacion de la
medicina tradicional, es necesario ofrecer a la
poblacién plantas medicinales como alternativa
de tratamiento, debido a sus propiedades
curativas orientadas a mejorar su salud.

Aporte en Salud: Con el proyecto de
investigacion se busca determinar el nivel de
toxicidad hepética, renal probable que pueda
presentar los fitoquimicos del extracto etandlico
del tubérculo de Euphorbia huanchahana Klotzch
& Garcke Boissier “Huachangana”, utilizadas por
un sector de la poblacion del anexo de
Vichavichay — Castrovirreyna; y colaborar para el
control de uso de esta planta por la poblacién.
Aporte practico: En el anexo de Vichavichay
(distrito de cocas, provincia de Castrovirreyna
departamento de Huancavelica), el tubérculo
fresco de Euphorbia huanchahana Klotzch &
Garcke Boissier “Huachangana”, son consumidas
por los pobladores en forma de directa, como
laxante en caso de estrefiimiento. Al realizar las
revisiones bibliogréficas, estas consideran el
efecto catartico o laxante a los metabolitos
secundarios de naturaleza antraquinona. Debido
a dicho uso de los pobladores de esta zona, se
planteé determinar la presencia de metabolitos
secundarios, entre ellos la antraquinona y evaluar
el nivel de la toxicidad aguda a dosis limite de
2000 mg/kg en ratas (Holtzman).

Variable. (1)
Variable Dependiente

Toxicidad aguda el
tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch &
Garcke. Boissier

“Huachangana”, en ratas
Holtzman.

Variable. (2)

Variable independiente
Extracto etandlico del
Euphorbia huanchahana
Klotzch & Garcke.
Boissier
“Huachangana”.

Variable. (1)
Cuantitativa ordinal

Variable. (2)
Cualitativa nominal

Tipo y disefio

SegUn estrategia aplicada: Experimental. Segln el nivel y alcance de sus
resultados: Explicativo. Segun tendencia o enfoque: Cuantitativo. Segun
el propésito u orientacion: Aplicada

Poblacién y Muestra.

La poblacion de estudio estuvo constituida por ratas de cepa
Balb/C53/CNPB y especie “Holtzman” adquiridos al bioterio del INS
(Instituto Nacional de Salud) en el distrito de Chorrillos, Lima-Peru.

Tamafio de La muestra:

La muestra estuvo constituida por 36 ratas (18 hembras y 18 machos) de
la especie “Hotlzman de aproximadamente 177-280 g de peso corporal.
El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusién

* Ratas cepa Holtzman de ambos sexos.

+ Ratas cepa Holtzman de 200+/- 300g de peso corporal.

« Ratas cepa Holtzman que no tengan caracteristicas de enfermedad.

Criterios de exclusion

* Ratas Holtzman que no disponen el peso corporal especificado.
»Ratas Holtzman que estuvieron utilizados en otros modelos de
experimentacion.

« Ratas Holtzman con rasgos apreciables de enfermedad.

Instrumento y procedimientos de recoleccion de datos

1. Obtencién de extracto etanélico Euphorbia huanchahana Klotzch
& Garcke Boissier “Huachangana”.

2. Prueba de solubilidad del extracto etanélico de Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

3. Analisis del perfil cualitativo fitoquimicos del extracto etanélico de

Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier

“Huachangana”.

Andlisis toxicolégico

Procedimiento para la extraccion de sangre y 6rganos per

fundidos

a s

Andlisis de datos

Mediante el SPSS se calcularon tablas de frecuencia simple y de doble
entrada. Con la finalidad de determinar la diferencia significativa de las
variables intragrupos e intergrupos (error), la medicién de las variables
cuantitativas (pesos de las ratas hembras y machos) se efectué mediante
el andlisis de varianza T de Student. Los niveles fijados fueron: nivel de
significancia (a = 0,05) y nivel de confianza (1 - a = 0,95).
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Anexo B: Operacionalizacion de variables

Definicion Escala de Instrumentos de
Variable conceptual Dimensién Indicador Valores Criterios de medicion medicion recoleccion de
de Variable datos
Variable. (1). Extracto 1.ldentificacion Tubérculo SI/NO Ficha taxonémica Cualitativa
Variable etandlico. Es el | macroscépica nominal
Independiente proceso para la
obtencién de un L - -
Extracto producto en 2.ldentificacion Solubilidad Soluble Tipos de solventes
etanolico del forma de fisica
Tubérculo de extracto seco. . - .
Euphorbia Flavonoides Insoluble Reaccion Shinoda
huanchahana
(Klotzch & Fenoles +/- Reaccién de Cloruro
Garcke.) Férrico
Boissier -
“Huachangana” Taninos +/- Reaccion de Agua de
bromo
Saponinas +/- Método de Espuma
3.ldentificacién
de Principales carbohidratos +/- Reaccion de Molish
compuestos
Quimicos. Lacténicos +/- Reaccion de Baljet
Triterpenoides y/o Esteroides | +/- Reaccién de Liebermann-
Burchard
Quinonas +/- Reaccion de Borntranger
Alcaloides +/- Reacciones de Mayer
Reaccion de Draguendorf
Variable. (2). Capacidad de | 1.- Andlisis Bilirrubina Total > 02-1,2 Alterado Cuantitativa Ficha de
Dependiente una sustancia | Clinico de mg/dL. Normal ordinal recoleccion de
para producir | Perfil hepético >0,2-1,2 datos.
toxicidad mg/dL
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Toxicidad
aguda

Transaminasas ALT y AST >40 y 50 U/L Alterado
<40y 50 U/L Normal
2.- Andlisis Analisis de higado Componentes Higado con limites

histopatoldgic
o

microscopicos
de estructura
celular
conservada

celulares normales

Componentes
microscopicos
de estructura
celular poco
conservada

Higado con limites
celulares anormales

Andlisis de rifién

Componentes
microscopicos
de estructura
celular
conservada

Rifi6n con limites
celulares normales

Componentes
microscopicos
de estructura
celular poco
conservada

RifA6n con limites
celulares anormales
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Anexo C: Formato de validacién del instrumento

Estudio Botanico realizado en el Museo de historia natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos

Universidad del Peni, DECANA DE AMERICA

Nl MUSEO DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA N°019-USM-2009

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS,
DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal recibida de los sefiores Daniel Nafiez del Pino y Maribel
Mendoza Berrocal, ha sido estudiada y clasificada como Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier y tiene Ila siguiente posicién
taxonémica, seguin el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988);
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: EUPHORBIALES
FAMILIA: EUPHORBIACEAE
GENERO: Euphorbia

ESPECIE: Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke
Boissier

Nombre vulgar: “HUACHANGANA"
Determinado por Blgo. Maria Isabel La Torre

Se expide la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines

de estudio.
Lima, 23 de Marzo del 2009
& .
Qa
Mg. Joaquina Alban Castilio
JEFA DEL HERBARIO¥%,
SAN MARCOS (USM)
Av. Arenales 1256, Jestis Marla Telfs.: (511) 471-0117, 470-4471, e-mail: museohm@xnmm edu.pe
Apde. 14-0434, Lima 14, Perii 470-7918, 619-7000 anexo $703 hitp://n h edupe

Fax: (511) 265-6819
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Anexo D. Proceso de obtencién del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huachanhana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”

(Tubércmo fresco de\ Maceracion vy filtracion vaaporacién del extracto\
“Euphorbia huanchahana del extracto etanolico etanolico tubérculo
Klotzch & Garcke Boissier Euphorbia huanchahana “Euphorbia  huanchahana
“Huachangana”. Fuente: Klotzch &  Garcke Klotzch & Garcke Boissier
Nafiez D. et.al. (2018). « Boissier “Huachangana ” “Huachangana”

0 J J Y,

Obtencion del Extracto etandlico

fresco del Tubérculo fresco de Almacenamiento del extracto etandlico
Euphorbia huanchahana Klotzch tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch &
& Garcke Boissier “Huachangana” Garcke Boissier “Huachangana”
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Anexo E: Prueba de solubilidad y analisis de perfil cualitativo fitoquimico del
extracto etanolico del tubérculo Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke

Boissier “Huachangana”.

Prueba de solubilidad del extracto etandlico del tubérculo Euphorbia
huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.

Andlisis de perfil cualitativo fitoquimico del extracto etandlico del tubérculo

Euphorbia huanchahana Klotzch & Garcke Boissier “Huachangana”.
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Anexo F: Tabla de recoleccion de Parametros de toxicidad.

PARAMETROS
TOXICIDAD

Apariencia del pelo
Apariencia de la piel
Ojos

Membranas
Mucosas

Ataxia

Paralisis

Reaccion a estimulos

Vasoconstriccion periférica

Vasodilatacion periférica.
Pilo-ereccion
Salivacion

Actividad motora

Tremores y convulsiones

Respiracion

Deshidratacion

Diarrea

DE OBSERVACIONES

Textura, color, caida.

Enrojecimiento, sequedad, exudacion.
Enrojecimiento,

Sequedad,

Secrecion anormal.

Perdida del equilibrio, caminata errética.

Perdida de respuesta en cualquier extremidad.

Respuesta al tacto o al ruido.

Palidez.

Enrojecimiento
Pelaje erizo
Exceso de secrecion bucal

Aumento o disminucién de la actividad normal.

Contraccion muscular anormal espontanea.
Contraccion o] estiramiento muscular

descontrolado

Aumento o disminucibn en la frecuencia

respiratoria.

Pellizco de la piel, sin el retorno de esta a su

posicion normal.

Heces blandas o deposicién acuosa.

Sl

NO
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Anexo G: Resultado de analisis de perfil hepético e histopatoldgico

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

* SERVICIO ACADEMICO ASISTENCIAL DE ANALISIS CLINICOS
Jr. Huanta 1215 - Telf. 619-7000 - Anexo 4813 LIMA — PERU

Paciente : MA16 Ord. De Analisis N°: 184074
Ind.Dr (a)

PERFIL HEPATICO
Muestra (Sangre - ratas)

Analisis Resultado Valor Referencial
BILIRRUBINA TOTAL : 0.75 mg/dL.  De 0.14- 0,86 mg/dL
BILIRRUBINA DIRECTA 5 0.30 mg/dL.  De 0022024 my/dl
BILIRRUBINA INDIRECTA : 0.45 mg/dL De 0,12 a2 0,62 mg/dL

TGO 5 109.20 UL De 33-92UL
TGP : 4244 UL De 17-50 UL
FOSFATASA ALCALINA : 482.43 UL De 39- 216 UL
PROTEINAS T. : 5.12 mg/dL.  De 83-86mg/idl
ALBUMINAS . 3.78 mg/dL  De 33-49mg/dL
GLOBULINAS % 1.34 mg/dL  De 24-38 mo/dl
GAMMA GLUTAMIL TRANSP.: 24.12 UL De 10-50 UL

ordel 5.A.A.A.C
gtavo A. Guerra Brizuela
” BioQuimico-Clinico

Lima, 31 de octubre del 2018.
F/SAC-002 R-1
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

SERVICIO ACADEMICO ASISTENCIAL DE ANALISIS CLINICOS
Jr. Huanta 1215 - Telf. 619-7000 - Anexo 4813 LIMA - PERU

Paciente : HA12 Ord. De Analisis N°: 184074
Ind.Dr (a)

PERFIL HEPATICO
Muestra (Sangre - ratas)

Analisis Resultado Valor Referencial
BILIRRUBINA TOTAL 8 0.38 mg/dL  De 0,14-0,86 mg/dL
BILIRRUBINA DIRECTA ) 0.29 mg/dL  De 0022024 mg/dL
BILIRRUBINA INDIRECTA : 0.59 mgidL  De 0,1220,62 mgrdL

TGO 5 122.50 UL De 38-82 UL
TGP : 34.00 unL De 17-50 UM
FOSFATASA ALCALINA : 145.49 un. De 39- 218 UL
PROTEINAS T. i 5.60 mg/dL.  De 83-86mydL
ALBUMINAS 3 3.70 mg/dL  De 33-49mgidL
GLOBULINAS s 1.90 mgfdl.  De 24-38 mg/dL.
GAMMA GLUTAMIL TRANSP.: 19.81 Uit De 10-50 UL

Lima, 31 de octubre del 2018.
F/SAC-002 R-1




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE MEDICINA

“Afio de la Lucha contra la Corrupcion y la Impunidad”

Instituto de Patologia

INFORME DE INVESTIGACION

Nombre de la Investigacién:

“EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
TUBERCULO Euphorbia  Huanchahana KLOTZCH & GARCKE BOISSIER.
“HUACHANGANA” EN RATAS HOLTZMAN”.

Tesistas:

e Br. Quispe llactahuaman, pilar Alicia
e Br. Villafuerte Pedraza, Graciela
Institucion o dependencia:

UNIVERSIDAD NORBERT WIENER
Profesor responsable:

Dr. Ernesto Raez Gonzalez — Docente extraordinario Experto del Instituto de Patologia — Facultad
de Medicina — UNMSM.

Las alumnas en mencion han realizado la inclusién, corte y leido las muestras correspondientes a
su trabajo de investigacion desarrollado en los laboratorios del Instituto de Patologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad nacional Mayor de san marcos , por lo cual se da la
siguiente conclusion del trabajo realizado:

Codificacion:
MI R a MjsR: Machos O Masculinos
Rifiones
1. MIR: Glomérulos con capsulas completas tabulos renales gruesos capsula conservada.

2. M2R: Capsula conservada glomérulo en 60%conservados tibulos gruesos
conservados.

3. MsR: tubulos engrosados capsula conservada glomérulo parcialmente ocluidos.

4. MsR: Asade Henle conservado existe una hemorragia a nivel de los tabulos gruesos;
conservados.

5. MsR: capsulas limpias sin cicatrices, glomérulos con Asa de Henle ocupados tibulos
gruesos y ocupados parcialmente.

6. M¢R: Capsula limpia sin cicatrices glomérulos con capsulas de homan central capa

gruesa y obstruccion de los tabulos h




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE MEDICINA

“Afio de la Lucha contra la Corrupcion y la Impunidad”

Instituto de Patologia

7. MjR: Capsula conservada la estructura ,un glomérulo obturado parcialmente
compromete las asas de Henle

8. M;R: Tibulos con asa de Henle libre Capsula libre glomerulares con asa completa y
conservada

9. MsR: capsula conservada en la zona central del nicleo obstruida probablemente un
trombo

10. M;oR: Tubulis contorneados conservados ,glomérulos conservados capsula plano y
limpia

11. MuR: Glomerulos con capsula homan perfecto tibulos conservados

12. MipR:  capsulas conservados; en este caso 40% glomerulos en la superficie dafiados.

13. MpaR: Capsula conservada glomérulos alargados conservados

14. MR: Capsula conservada con una cicatriz tibulos conservados tejido medular
hemorragico

15. MisR: Capsula conservada glomeérulos alargados conservados funcionantes ,tibulos
con asa de Henle completa

16. M16R: Capsula conservado glomérulo filtrando en un 60 % esta completa bien capsula
de homan

M,H: Higado

1. MjH: Nucleo centrales medio centro lobular el resto con escoriaciones

2. M:H: vena centro lobular conservada con empasta miento de los canales biliares

3. MsH: vena centro lobular y alteraciones estructurales de los canaliculos

4. MyH: Vena centro lobular hemorrégico central

5. MsH: vena centro lobular hepatocito con espacios libres de piezas

6. MsH: vena centro lobular hemorragico con cortes y existe taponamiento de los
canaliculos biliares

7. MyH: vena centro lobular vacia con restos hepatocelulares perfuncos y conductos libres

8. MB8H: espacio vacio por exceso de grasa intracavitorios

9. MgH: vena centro lobular con espacios de vacuos y hepatocitos libre.

10. MjoH: vena centro lobular libre y tiene hepatocitos profusos bien marcados

. My H:espacios hemorragicos periféricos el resto estd compactamente cerrado
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