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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto hepatoprotector (HPP) de la
mezcla acido ursdlico-acido oleandlico (AU/AO) administrado por
via intragastrica (i.g.) ante el daflo provocado por farmacos antitu-
berculosos (rifampicina/isoniazida/pirazinamida, -RIF/INH/PZA-).

Materiales y métodos: La mezcla de AU/AO se obtuvo a
partir del extracto metandlico (MeOH) de Rosmarinus officinalis. El
ensayo se realizé6 en ratones machos Balb/C con dafio hepético
inducido con RIF/INH/PZA y como control positivo se empled
silimarina (SIL). La mezcla AU/AO se administré por via intragastrica
(i.g.) a 10 y 20 mg/kg durante 60 dias.

Resultados: La mezcla AU/AO a 10 y 20 mg/kg administra-
do durante 60 dias favoreci6 la ganancia de peso y disminuyé los
valores de aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransfe-
rasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA). Este efecto fue similar al del
control positivo SIL. A nivel histolégico se observé ligera disminu-
cion de esteatosis en el grupo que recibié la mezcla de AU/AO a 10
mg/kg, respecto al grupo con dafio hepatico y con respecto al
grupo de AU/AO a 20 mg/kg. La mezcla de AU/AO a 10 mg/kg
mostré buen efecto HPP.

Conclusiones: La mezcla de AU/AO administrado por via i.g.
favorecio la ganancia de peso corporal (GPC), y disminuyo los valo-
res de enzimas hepaticas, también redujo la esteatosis ante el dafo
inducido por farmacos antituberculosos. La mejor dosis fue la de 10
mg/kg administrado durante 60 dias.

Palabras clave: 4cido oleandlico; acido ursélico; triterpenos;
hepatoptotector; antituberculosos; silimarina.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las 10 principales causas de
muerte por un agente infecciosos y representa un problema de salud
publica a nivel mundial. Anualmente, provoca aprox. 1.3 millones de
muertes y aparecen 11 millones de casos nuevos; de estos Ultimos
casos, entre el 10-12 % son VIH-positivos (aprox 300000 casos), sien-
do esta co-infeccién (TB/VIH) la causa principal de mortalidad. Se
estima que 1.7 billones de personas en el mundo estan infectadas y
pueden desarrollar la enfermedad. La disminucién de casos es muy
lenta, en el 2020 solo se redujo el 30% en el nimero total de casos y
con reduccion del 20% en la incidencia'™.

Entre el 2018 y 2020, aproximadamente 5 millones fueron
casos nuevos de TB; 600,000 con resistencia a rifampicina (RIF) y
aprox. el 78% fueron casos multi-farmacoresistentes (MFR) y tan sélo
111 000 personas fueron tratados en forma adecuada. Para el 2019,
hubo incremento del 10% de casos MFR respecto al 2018. Actual-
mente existe aumento de TB-MFR y de resistencia extendida (TB-
XFR). Alrededor del 60% de casos MFR se curan y aprox. el 10% se
convierten en TB-XFR'™.

La RIF, isoniacida (INH) y pirazinamida (PZA) son tres farma-
cos basicos para tratar la TB (sensible y MFR) y no pueden ser susti-
tuidos. Estos farmacos provocan principalmente hepatotoxicidad
(HPT), nefrotoxicidad; asi como, neuropatia, hipersensibilidad, nau-
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the hepatoprotective effect (HPP) of
the ursolic acid-oleanolic acid (UA/OA) mixture administered
intragastrically (i.g.) against damage induced by antituberculosis
drugs (rifampicin/isoniazid/pyrazinamide, -RIF/INH/PZA-).

Materials and methods: The UA/OA mixture was obtained
from the methanolic extract (MeOH) of Rosmarinus officinalis. The
assay was performed in male Balb/C mice with RIF/INH/PZA-
induced liver damage, and silymarin (SIL) was used as a positive
control. The UA/OA mixture was administered intragastrically (i.g.)
at 10 and 20 mg/kg for 60 days.

Results: The UA/AO mixture at 10 and 20 mg/kg adminis-
tered for 60 days promoted weight gain and decreased aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkali-
ne phosphatase (AP) levels. This effect was similar to that of the
positive control SIL. Histologically, a slight decrease in steatosis
was observed in the group receiving the UA/AO mixture at 10 mg/
kg, compared to the group with liver damage and compared to
the UA/AO group at 20 mg/kg. The UA/AO mixture at 10 mg/kg
showed a positive HPP effect.

Conclusions: The UA/AO mixture administered i.g. promo-
ted body weight gain (BWG) and decreased liver enzyme levels. It
also reduced steatosis in the context of damage induced by antitu-
berculosis drugs. The optimal dose was 10 mg/kg administered for
60 days.

Keywords: Oleanolic acid; ursolic acid; triterpenes; hepato-
protective; antitubercular; silymarin.

seas, vomito y gastritis. La incidencia de HPT depende de la pobla-
cion estudiada, tiempo de tratamiento, edad, desnutricion, alcoholis-
mo, diabetes mellitus 2, artritis reumatoide, VIH/SIDA, cancer, etc>®.
La bio-transformacion de farmacos antiTB se lleva a cabo en el higa-
do, siendo este 6rgano el mas afectado cuando al metabolizarse
estos farmacos dan origen a productos muy reactivos. Los cuales
alteran la integridad y funcionalidad del higado; generando inflama-
cion, hepatitis medicamentosa crénica, fibrosis hepatica, cirrosis no
alcohdlica y hasta carcinoma hepato-celular, siendo esta ultima una
de las principales causas por lo que los medicamentos se retiran del
mercado o es causa para trasplante de higado’"". En el metabolismo
de los farmacos antiTB, también influyen factores genéticos; por
ejemplo, se ha descrito que existen acetiladores lentos y rapidos de
INH, lo que ocasiona en mayor o menor medida el dafio hepatico.
En acetiladores lentos la cantidad de NAT2 es baja, lo que provoca
acumulacion de INH y presentan mayor dafio en higado'®"*. La HPT
es una de las causas de abandono de tratamiento en el caso de la TB
(aprox. 48% de pacientes), favoreciendo la aparicion de cepas farma-

corresistentes.

En la actualidad se estan realizando investigaciones enfoca-
das a prevenir y/o reducir el efecto HPT de farmacos, mediante el
uso de extractos de plantas medicinales, compuestos naturales y/o
productos bioldgicos. Entre estos podemos mencionar a la SIL, res-
veratrol, quercetina, vitamina E y C, polifenoles, el ajo y otros. Es
importante mencionar que la inhibicion del citocromo P450, en su
isoforma CYP 2E1, junto con un efecto antioxidante, es el mecanismo
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benéfico y mas comuin de los remedios herbolarios (extractos, pro-
ductos bioldgicos y compuestos naturales) por esto son los mas re-
comendados para proteger de la HPT inducida por los farmacos anti-
TB®°. Dentro de estas sustancias con efecto HPP, estd la mezcla de
AU/AO, metabolitos que se encuentran en diferentes especies medi-
cinales y alimentos. Se ha descrito que esta mezcla tiene diversas
actividades bioldgicas: antiinflamatoria, antinociceptiva, antimicrobia-
na, antituberculoso, antiviral, antiparasitario, escasa toxicidad, anti-
cancerigeno, antitumoral, antioxidante, efecto HPP (contra el dafio
provocado por tetracloruro de carbono, EtOH, D-galactosamina,
cadmio, benceno y tioacetamida), entre otras® "%, Cabe sefalar, que
existe un solo trabajo que describe el efecto HPP de esta mezcla
administrado por via subcutanea (s.c.) contra el dafio hepatico provo-
cado con la mezcla de farmacos anti-TB (RIF/INH/PZA) en ratones
machos Balb/C. Los animales fueron tratados con AU/AO a la dosis
de 0.1 and 0.2 mg (solubilizado en 100 pL de aceite de olivo extra
virgen) durante 11 semanas, administrado por via s.c. y encontraron
que esta mezcla AU/AO (0.1 ug) favorecié la GPC, disminuy6 los valo-
res de ALT y AST y no gener6 esteatosis, respecto al grupo con dafio

hepatico®’.

La justificacion de la presente investigacion se basa en que el
tratamiento para la TB sensible o FR genera diversos efectos secun-
darios (hepatotoxicidad y nefrotoxicidad entre otros) y no puede
emplearse otro tipo de farmacos; esto repercute en el abandono al
tratamiento y a la aparicion de cepas resistentes. Considerando estos
antecedentes es necesario contribuir en la busqueda de sustancias
con efecto protector ante el dafio hepético o renal que generan estos
farmacos y dentro de estas sustancias se encuentra la mezcla de AU/
AQ. La cual tiene efecto antituberculoso y HPP ante el dafio que ge-
nera el tetracloruro de carbono, EtOH, D-galactosamina, cadmio,
benceno y tioacetamida.

En este trabajo se describe el efecto hepato- y nefro-
protector de la mezcla de AU/AO ante el dafio inducido con la mezcla
de RIF/INH/PZA administrado por via intragastrica (i.g.) durante 60
dias.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la mezcla AU/AO

La mezcla de AU/AO se obtuvo a partir del extracto MeOH
(10 gr) de Rosmarinus officinalis (R. officinalis), el extracto se lavado
con 200 mL de acetonitrilo (CH3CN), posteriormente con 200 mL de
cloroformo (CHCI3) y finalmente con 200 mL de MeOH; cada lavado
se realizd tres veces, fueron reunidos y concentrados al vacio para
eliminar el disolvente a 40°C. Al lavado MeOH se le adicioné carbén
activado (5 mg/mL) y se puso en agitacién por 10 minutos, este pro-
ceso se realizd por duplicado con la finalidad de eliminar clorofilas.

Cada lavado se analizé por cromatografia en capa fina em-

pleando CHCI3:MeOH 9:1 (como sistema de elucion) para detectar la
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mezcla AU/AO y se observd que los lavados de CHCI3 (3.5 g)
y MeOH (2.6 g) contenian mayor cantidad de ésta mezcla. Estas
muestras fueron sometidas a un fraccionamiento quimico en croma-
tografia en columna de fase normal (CC-FN) usando silica gel F254
(200 g). La CC-FN se eluyé con diclorometano (CH2CI2) 100 % vy
mezcla de CH2Cl2:etanol (EtOH) (8:2, 1:1, 3:7) y EtOH 100 %. A partir
de las fracciones eluidas con la mezcla de CH2CI2:EtOH se obtuvo
un polvo color crema (3.54 g), el cual se lavo tres veces con CH3CN.
Mediante este proceso se obtuvieron 3.10 g de un polvo blanco con
punto de fusién 265-269 °C, soluble en MeOH y EtOH. Este polvo
fue sometido a un andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrégeno (RMN-1H) y el anélisis de los datos permitieron identifi-
car la mezcla de AU/AQ, los cuales fueron comparados con lo des-
crito en la literatura®.

Ensayos /in vivo

El presente estudio es de tipo experimental y para ello se
emplearon ratones machos Balb/C (24 +2 g) provenientes del biote-
rio IMSS, los cuales fueron mantenidos bajo condiciones estandar de
laboratorio de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO
-1999) modificada en 2016. Los animales fueron tratados de acuerdo
con la Guia de Cuidados y Uso de animales de Laboratorio de la
Academia Nacional de Ciencia. El protocolo fue aprobado por la
Comisién Local de Investigacion Cientifica y de Bioética 3601 del
IMSS (CLIC R-2015-3601-47, se anexa comprobante). El alimento y
agua fue proporcionado ad /ibitum.

Actividad hepatoprotectora

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia descrita pre-
viamente” 2!, con algunas modificaciones. El dafio hepatico se
indujo con la mezcla de RIF/INH/PZA (10:10:30 mg/kg, c/u) solubili-
zado en carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5 % en solucién salina iso-
ténica (SSI) y fue administrado por via i.g., en un volumen <10 mL/
kg. La mezcla AU/AO (10 y 20 mg/kg) y SIL (2.5 mg/kg, control posi-
tivo de hepatoproteccion) fueron solubilizados en el vehiculo Tween
80:CMC (0.5:9.5) y fueron administrados por via i.g. Los grupos reci-
bieron el siguiente tratamiento diario durante 60 dias: Grupo I: CMC,
0.5%; Grupo II: antiTB (INH/RIF/PZA, 10:10:30 mg/kg); Grupo III:
antiTB mas SIL, 2.5 mg/kg; Grupo IV: antiTB + AU/AO, 10 mg/kg;
Grupo V: antiTB + AU/AO, 20 mg/kg.

Durante el periodo de experimentacién (60 dias) se registrd
el peso corporal cada tercer dia. Al finalizar el periodo, se tomd
sangre sin anticoagulante (por puncién retro orbitaria) con ayuno
previo de 12 hrs. Después, los animales fueron sacrificados por dis-
locacion cervical y se extrajo el higado, rifidn y bazo para registrar su

peso y para realizar analisis histolégico.

En el suero se determind los niveles de ALT, AST, FA, coleste-
rol (COL), triglicéridos (TRIG) y lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Los andlisis se realizaron en el equipo Selectra II Analyser (Modelo
Vitalab 2) automatizado, empleando el kit comercial Brand (Randox
LAB).
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Analisis histolégico
Este ensayo se realizé de acuerdo a lo previamente descrito
por Pérez-Gonzalez, et al.” y por Gutiérrez-Rebolledo, et al.*".

Cuantificacién de parametros de estrés oxidativo: La actividad
de superodxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation oxidado
(GPx) se determind en el sobrenadante por método colorimétrico. Los
niveles de proteinas oxidadas (POx) y lipidos oxidados (Lpx) fueron
determinados en el homogenado sin centrifugar. Los ensayos se
determinaron de acuerdo a lo previamente descrito por Pérez-

Gonzélez et al.”"%.

Analisis estadistico

Se empled el programa SigmaPlot ver. 12.5 para el analisis de
resultados y gréficas. Los datos se presentan como la media de error
estandar (SEM). La GPC se analizé por ANOVA y con la prueba post
hoc de Student-Newman-Keuls (SNK) test. Los resultados con valores
de p <0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Los
parametros bioquimicos y de estrés oxidativo se analizaron con ANO-
VA de una via y con post hoc SNK test.

RESULTADOS

Obtencion e identificacion de la mezcla de AU/AO

A partir de 10 g del extracto MeOH de R. officinalis se obtu-
vieron 3.10 gr de un polvo blanco con punto de fusién de 265-269°C,
después de un fraccionamiento quimico en CC-FN de los lavados con
CHCI3 y MeOH. Este polvo blanco se identificé como la mezcla de
AU/AO de acuerdo a sus datos de RMN-1H y comparado con lo des-
crito previamente® y por comparacion del Rf con un estandar comer-

cial marca Sigma.

Efecto hepatoprotector in vivo de la mezcla
AU/AO a 60 dias

En la Figura 1 se muestra la GPC que genera la mezcla de
AU/AO al ser administrado por via i.g. diariamente durante 60 dias. El
grupo I (vehiculo) mostré escaso incremento de peso corporal, esta
ganancia de peso fue constante durante el periodo de tratamiento, al
dia 60 el incremento fue de 0.85 g. El grupo II (farmacos antiTB) mos-
tré un incremento mayor al del grupo I (vehiculo), con aumento de
1.1 g vs 0.85 g al dia 60. Los grupos IV y V (antiTB mas AU/AO a 10y
20 mg/kg, respectivamente) mostraron ligera GPC durante el periodo
de tratamiento; sin embargo, al dia 60 mostraron mayor incremento
de peso respecto al grupo I (vehiculo) y respecto al grupo II (antiTB),
siendo este incremento de 1.82 g para el grupo IV (AU/AO a 10 mg/
kg) y de 1.64 g para el grupo V (AU/AO a 20 mg/kg). El incremento
de peso en el grupo III (antiTB/SIL) fue similar al grupo V (antiTB +
AU/AO a 20 mg/kg) siendo de 1.64 g.

En la Tabla 1 se describe el peso relativo de érganos; sélo el
peso del higado del grupo II (antiTB) mostrd un ligero aumento (1.37
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Figura 1. Ganancia de peso corporal (GPC) de ratones machos Balb/C con dafio hepatico
provocado por RIF/INH/PZA y tratados con la mezcla de AU/AO durante 60 dias.

Datos presentados como la media () con su error estandar (e.e.). Anlisis estadistico (ANOVA) Bifactorial de Medidas Repetidas (MR),
prueba post hoc Tukey (p<0.05); avs Grupo I (Vehiculo); bvs Grupo I (antiTB)2; cvs Grupo III (antiTB/SIL, 2.5 mg/kg); dvs Grupo IV (antiTB
+ AU/AO, 10 mg/kg); Grupo V (antiTB + AU/AO, 20 mg/kg). n= 10.

g) respecto al peso de los demas grupos (<1.33 g). El peso del bazo
y rifidn fueron similar en todos los grupos.

Los resultados de quimica sanguinea se muestran en la Ta-
bla 2. Los valores de creatinina del grupo II (antiTB) fue elevado
(0.84 mg/dL) respecto al grupo I (control, 0.53 mg/dL) y los valores
de los grupos III (SIL), IV y V (AU/AO a 10 y 20 mg/kg) fueron simila-
res al del grupo I (0.49, 0.50 y 0.57 mg/dL vs 0.53 mg/dL). También
los valores de urea fueron altos en el grupo II (antiTB, 91.1 mg/dL) y
ligeramente menores en los grupos IV y V que recibieron AU/AO a
10 y 20 mg/kg cuyos valores fueron de 83.26 y 83.28 mg/dL, sin
llegar al valor del grupo control (75.27 mg/dL), sélo el grupo III
(antiTB/SIL, 71.7 mg/dL) mostré un valor ligeramente bajo al del
grupo control. Los niveles de AST del grupo II (antiTB) fueron eleva-
dos en 102% comparado al control sano (251 Ul vs 123 UI) con dife-
rencia estadistica significativa de p=0.004 y al grupo III —antiTB/SIL-
(125.67 UI); y los grupos IV y V (175.0 y 141.25 UI, respectivamente)
mostraron un ligero aumento respecto al grupo I (vehiculo, 123 UI),
pero estos valores fueron menores al grupo II (251 UI). Por otro lado,
los valores de ALT mostraron comportamiento similar, estos fueron
elevados en el grupo II (antiTB, 372 UI) y disminuyeron en los grupos
III (SIL, 248 UI), IV y V (248 y 235 UI, respectivamente), siendo estos
valores mas bajos que el vehiculo (256.75 UI). Respecto a los valores
de FA y HDL se observo el siguiente comportamiento antiTB > SIL >
AU/AO 20 mg/kg > AU/AO 10 mg/kg >vehiculo. Los valores para
colesterol mostraron el siguiente comportamiento (antiTB > AU/AO
10 mg/kg > AU/AO 20 mg/kg > SIL > vehiculo) y sobre los valores

de triacilglicéridos no hubo cambios significativos.

Los resultados sobre el andlisis histoldgico del higado se
describen en la Tabla 3 y Figura 2. De acuerdo a las observaciones,
3/3 animales del grupo! (vehiculo) mostraron ligera esteatosis. El
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Tabla 1. Peso de érganos de ratones machos Balb/C con dafio hepatico y tratados con la mezcla de AU/AO durante 60 dias.

Tratamientos

Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V

Vehiculo AntiTB AntiTB + SIL AntiTB + AU/AO AntiTB + AU/AO
Higado (g) 1.29+0.02 1.39+0.14 1.32+0.06 1.31+0.03 1.33+0.14
Bazo (g) 0.11+0.02 0.16+0.19 0.10+0.01 0.10+0.01 0.15+0.07
Rifiones (g) 0.39+0.01 0.38+0.03 0.43+0.05 0.40+0.04 0.43+0.10

Datos presentados como la media (+) con su error estandar (e.e.). Grupo I: CMC, 0.5%; Grupo II: antiTB (INH/RIF/PZA, 10:10:30 mg/kg); Grupo II: antiTB/SIL, 2.5 mg/kg; Grupo IV: antiTB + AU/AO, 10 mg/kg;
Grupo V: antiTB + AU/AO, 20 mg/kg.kg; n= 5.

Tabla 2. Valores de quimica sanguinea de ratones machos Balb/C con dafio hepético provocado por RIF/INH/PZA y tratados con la
mezcla de AU/AO durante 60 dias.

Tratamientos

Parametro Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V
Vehiculo AntiTB AntiTB + SIL AntiTB + AU/AO AntiTB + AU/AO
Creatinina (mg/dL) 0.53+0.02 0.84+0.01*¢ 0.49+0.02 0.50+£0.02 0.57+0.04*<¢
Urea (mg/dL) 75.2720.88 91,141,112 ede™ 71.770.28 83.26£1.39%" 83.28+2.07%
AST (UI) 123.75+13.82 251.0+£29.48 125.67+9.65 175.0+18.61 141.25+16.74
ALT (UI) 256.75+£10.78 372.0+16.90 248.0+52.32 248.0+14.12 235.00+£22.68
ALP (UI) 131.5+£13.70 292.0+22.02 192.0+£5.66 174.0£35.25 183.5+£8.46
Colesterol (mg/dL) 38.33+0.41 49.4+0.84 40.67+1.77 44.25+1.19 43.5+2.60
Trig (mg/dL) 1.26+0.14 1.24+0.22 1.24+0.04 1.23+0.15 1.22+0.12
HDL (mg/dL) 19.13+0.67 26.68+1.99 21.07+1.96 17.37+2.53 19.87+0.88

Datos presentados como la media (+) con su error estandar (e.e.). Grupo I: Vehiculo (CMC, 0.5%); Grupo II: antiTB (INH/RIF/PZA, 10:10:30 mg/kg); Grupo II: antiTB/SIL, 2.5 mg/kg; Grupo IV: antiTB + AU/AO, 10
mg/kg; Grupo V: antiTB + AU/AO, 20 mg/kg. n=3. *vs Grupo I; ®vs Grupo II; “vs Grupo 1V; %vs Grupo V; ®vs Grupo IIL *** p<0.001. Prueba post hoc Holm-Sidak n=5.

Tabla 3. Andlisis histolégico de higado de ratones machos Balb/C con dafio hepatico provocado por RIF/INH/PZA y tratados con la mezch
de AU/AO durante 60 dias.

Degeneracion hidropica

Hematopoyesis hepatica Microabscesos hepaticos Infiltrado linfoide Esteatosis .
centrolobulillar
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
I . . . 5 .
Vehiculo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
+ Negativo Negativo ++ Negativo/Esplenomegalia
II . . . .
AntiTB + Negativo Perivenoso/++ ++ Negativo/Esplenomegalia
Negativo Negativo Perivenoso/++ ++ Negativo
- Negativo Negativo + Negativo Negativo
AntiTB/ SIL Negativo Negativo Negativo ++ Negativo
(2.5 mg/kg
Negativo Negativo Negativo ++ Negativo
v Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
AntiTB + AU/AO Negativo Negativo Negativo + Negativo
(10 mg/kg) ) ) ) .
Negativo Negativo Negativo + Esplenomegalia
v Negativo Negativo Negativo ++ Negativo
AntiTB + AU/AO Negativo Negativo Negativo ++ Negativo
(20 mg/kg) . . . . .
+ Negativo Negativo Negativo Negativo/Esplenomegalia

Grupo I Vehiculo (CMC, 0.5%); Grupo II: antiTB (INH/RIF/PZA, 10:10:30 mg/kg); Grupo III: antiTB/SI (2.5 mg/kg); Grupo IV: antiTB + AU/AO (10 mg/kg); Grupo V: antiTB + AU/AO (20 mg/kg). + leve; ++ mode-
rado; +++ intenso. n=3. Tincién con H&E.
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Grupo I: Vehiculo Grupo lI: AntiTB

’  J 5
' B ’ &
- A 2

Grupo I: CMC 0.5%

Grupo II: antiTB (INH/RIF/PZA,
10:10:30 mg/kg)

Grupo IlI: antiTB/SIL, 2.5 mg/kg

Grupo IV: antiTB + AU/AO, 10 mg/kg

Grupo V: antiTB + AU/AO, 20 mg/kg

Tincion con H&E 40X

Figura 2. Cortes histoldgicos de higado de ratones machos Balb/C con dafio hepéatico provocado por RIF/INH/PZA y tratados con la mezcla de AU/AO durante 60 dias.
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grupo II (antiTB) mostré leve hematopoyesis hepatica (2/3), ligero
infiltrado linfoide (2/3) y moderada esteatosis (3/3); ademas, presen-
taron esplenomegalia (2/3). Los animales del grupo IV (antiTB mas
AU/AO, 10 mg/kg) presentaron leve esteatosis (2/3) y ligera espleno-
megalia (1/3). El grupo V (antiTB mas AU/AO, 20 mg/kg) presento
escasa hematopoyesis hepética (1/3), moderada esteatosis (2/3) y
ligera esplenomegalia (1/3). Por ultimo, el grupo III (antiTB/SIL) pre-
senté ligero infiltrado linfoide (1/3) y moderada esteatosis (2/3). Cabe
sefialar que la esteatosis fue mayor en el grupo de antiTB/SIL respec-
to al grupo antiTB.

DiScusION

En esta investigacion se observé que la mezcla de AU/AO (a 10 y 20
mg/kg) y SIL administrado por via i.g. durante 60 dias, favorecio la
GPC respecto al grupo antiTB y al vehiculo. Este comportamiento fue
similar a lo reportado previamente por Gutiérrez-Rebolledo et al.?'
cuando la mezcla de AU/AO (100 o 200 pg) se administré por ruta
subcutanea. También de observo que el higado de los animales que
recibieron solo antiTB (grupo II) presenté mayor peso respecto a los

grupos I, Iy IV.

Con respecto a los parametros bioquimicos, la mezcla de AU/
AO disminuyd los valores de creatinina respecto al grupo antiTB,
siendo mejor la dosis de 10 mg/kg, ya que el valor fue muy similar al
grupo de SIL y ligeramente menor al del vehiculo. También la mezcla
AU/AO (a las dosis de 10 y 20 mg/kg) redujo los niveles de urea y
AST respecto al grupo antiTB, pero sin alcanzar los valores del vehicu-
lo ni de SIL. Los valores fueron similares a lo previamente reportado?'.

El valor de ALT disminuyo en los grupos de AU/AO a 10y 20
mg/kg respecto al vehiculo y estos valores fueron similares al grupo
que recibid SIL. Este efecto fue similar a lo observado cuando se ad-
ministré por ruta subcuténea. Los valores de FA y COL disminuyeron

ligeramente sin llegar a los valores del grupo control.

Los valores de triglicéridos no se afectaron en forma signifi-
cativa, en cambio los valores de HDL fueron similares entre AU/AO
(10 y 20 mg/kg) y el vehiculo, pero ligeramente menores al grupo
antiTB/SIL y antiTB.

La mezcla de AU/AO disminuyo la esteatosis respecto al gru-
po antiTB y antiTB/SIL. En un estudio previo se reportd que la mezcla
AU/AO a la dosis de 100 pg/raton/dia, administrada por via s.c. favo-
recié la GPC, disminuyo los niveles de AST, ALT y urea, y también
disminuyé la esteatosis?'. Los resultados encontrados en este trabajo
indican que la mezcla de triterpenos (AU/AO) administrados por via
i.g. protegen al higado del dafio que ocasiona la mezcla de RIF/INH/
PZA, el efecto HPP fue similar al observado cuando se administra por
via s.c. También esta bien documentado que los niveles de urea y
creatinina aumentan en casos de HPT provocado por farmacos antiTB

debido al aumento del metabolismo de proteinas®™?*2* los resulta-

- e090102 -
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dos encontrados en esta investigacion, al administrar la mezcla de
AU/AQO (por via i.g.) durante dos meses genero la disminucién de los
valores de este parametro, esto indica que esta mezcla también
tiene efecto nefroprotector.

Cabe sefalar que el higado es el érgano clave para la bio-
transformacion de diversas sustancias, entre estas podemos mencio-
nar a los farmacos antiTB; por lo que los desérdenes asociados con
este 6rgano son numerosos y variados® . Los antiTB al metabolizar-
se generan compuestos mas toxicos, alterando la integridad funcio-
nal y estructural de este 6rgano, también generan inflamacion, he-
patitis medicamentosa crénica y no crénica, fibrosis hepética, estea-
tosis y/o cirrosis no alcohdlica y en ocasiones hasta carcinoma hepa-
tocelular® ' 2°. Esta mezcla de farmacos (RIF/INH/PZA) basicos para
tratar la TB ocasionan el mayor dafo hepatico, al incrementar los
niveles de AST, ALT y FA; favorecen el desarrollo de estrés oxidativo,
lipoperoxidacion y deficiencia de colina, alterando de este modo la
sintesis de fosfolipoproteinas. Cabe sefialar que PZA es mas hepato-
téXiCOQ»H,ZS, 26.

En la actualidad se estdn buscando sustancias de origen
natural o sintético con efecto HPP. Por ejemplo, se ha descrito que la
SIL muestra este efecto /n vivo e in vitro ante el dafio hepéatico oca-
sionado por farmacos antiTB, aunado a que también presenta efecto
antituberculoso y antimicobacteriano?%°. Otros ejemplos de sustan-
cias hepatoprotectoras son el picroliv, N-acetilcisteina, curcumina,
resveratrol, entre otras®'®332 En trabajos previos, se reporté que la
mezcla de AU/AO tiene efecto antimicobacteriano /n vitro, antitu-
berculoso a los 30 y 60 dias de administraciéon (en modelo murino
de TB pulmonar) y nula toxicidad a 28 dias en ratones Balb/C sanos
cuya DL50 fue >2 mg/kg®?">3¢ De manera adicional, esta mezcla
mostré efecto HPP contra el dafio hepatico ocasionado por tetraclo-
ruro de carbono, EtOH y D-galactosamina. EI AO también mostrd
efecto HPP contra el dafio generado por cadmio, bromobenceno y
tioacetamida®>*. La evaluacion HPP de esta mezcla administrada
durante 11 semanas por via subcutdnea (usando como vehiculo
aceite de olivo a dosis de 100 y 200 pg/ratén/dia) en animales con
dafio hepatico inducido con la mezcla de RIF/INH/PZA (10:10:30 mg/
kg, solubilizados en SSI y administrados por via i.g), demostré que
AO/AU a 100 pg/raton/dia redujo los niveles de AST y ALT, sin cam-
bios significativos sobre los valores de FA; también se observé que a

esta dosis, la mezcla de triterpenos redujo la esteatosis?'.

Cabe sefalar, que previamente se ha descrito que el extracto
CHCI3 y MeOH de R. officinalis (hojas) contiene la mezcla de AU/
AQ'™ por lo que esta especie medicinales constituye una fuente
potencial para la obtencion de la mezcla de triterpenos AU/AO. Es
importante remarcar que la mezcla de AU/AO es insoluble en agua y
fue parcialmente soluble en CMC, siendo esto una limitante a tomar
en cuenta para estudios posteriores, por eso es necesario e impor-
tante desarrollar algunas formulaciones farmacéuticas de esta mez-
cla para someterlos a evaluacion en este mismo ensayo, tomando en
cuenta su potencial antituberculoso y HPP.

Volumen 9, Nimero 1, 2025.
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CONCLUSIONES

La mezcla de AU/AO administrado por via intragastrica favo-

recio la ganancia de peso, y disminuyo los valores de enzimas hepati-

cas, también redujo la esteatosis ante el dafio hepético que generan

los farmacos antituberculosos. La mejor dosis fue la de 10 mg/kg

administrado por via i.g. durante 60 dias. Esta mezcla de triterpenos

puede obtenerse a partir de la especie medicinal R. offcinalis.
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