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RESUMEN

El género Geranium comprende alrededor de 300 especies que en la medicina
tradicional se usan como antipiréticos, purgantes y antidiarréicos. Sin
embargo, a la fecha no existe suficiente evidencia cientifica que corrobore
estas propiedades terapéuticas. En el presente trabajo, se evalud el efecto
hepatoprotector del extracto de la especie G. shiedeanum en un modelo de
dano hepatico inducido por tioacetamida en ratas. Asi mismo, se determiné la
dosis letal media (DLsp). Después de la obtencidn del extracto se aislaron los
compuestos mayoritarios. Posteriormente, ratas Wistar de aprox. 200g fueron
pre-tratadas o no con una dosis del EGs (100mg/kg) cada 24h por tres dias, y
en el ultimo dia, fueron administradas con una dosis Unica IP, de TA
(100mg/ml). Se obtuvieron muestras séricas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h después
de la TA. Se cuantificaron distintas enzimas marcadoras de dafio hepatico
como la AST, ALT y la bilirrubina total y directa. Los resultados encontrados
evidenciaron una significativa disminucién del dafo hepatico en el grupo pre-
tratado con el extracto crudo con una disminucidn significativa de la lesion
para la AST y la ALT a las 24 h, pico maximo de regeneracién, asi como para los
niveles de bilirrubina total y directa. La DLso obtenida es >5000 mg/kg. Los
resultados obtenidos indican que el EGs demostré actividad hepatoprotectora,
sin embargo, es necesario realizar mas pruebas de diferentes marcadores

bioquimicos que nos ayuden a esclarecer el mecanismo de hepatoproteccion.
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Introduccion

I INTRODUCCION

La cirrosis es una enfermedad del higado y es la causa mas importante y comun de
mortalidad humana en muchos paises occidentales, segin datos de la Organizacidn
Mundial de la Salud (OMS), en el 2004 México ocupaba el doceavo lugar de ciento
noventa y dos paises, por cada 100,000 personas, 27 mueren por ésta causa (OMS,

2004).

En nuestro pais, en el 2008 las enfermedades hepaticas constituyen la quinta causa
de mortalidad general y representan el 5.3% del total de las defunciones; que es la
etapa final de las patologias hepaticas de diferentes etiologias y conduce a la
disfunciédn crénica del higado, acompafado por importantes alteraciones
metabdlicas por lo que supone un alto costo para la sociedad (Secretaria de Salud,
2008). Ademds también se diagnosticaron 11,990 casos de enfermedad hepatica de
los cuales en el estado de Hidalgo se diagnosticaron 906 casos (Cérdova et al, 2011)
Hasta la fecha, ningun tratamiento ha demostrado ser eficaz para prevenir o evitar
el avance de la cirrosis y, en la mayoria de los casos, la enfermedad hepatica
terminal sugiere el trasplante de higado que esta limitado por la escasez de érganos
donantes. Por lo que independientemente de su etiologia (alcohol, virus, farmacos,

toxicos, patologia biliar, enfermedades genéticas, etc.), el desarrollo de alternativas
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terapéuticas es un objetivo fundamental de la investigacidn actual para atenuar el

sufrimiento de muchos enfermos (Galisteo et al, 2006).

Al dia de hoy, el uso de medicamentos en el tratamiento de las enfermedades del
higado, es en muchos de los casos inadecuado sin contar que puede tener efectos
adversos graves. La hepatotoxicidad inducida por farmacos se considera un efecto
adverso potencialmente grave en tratamientos antituberculosos actuales que
contienen: isoniazida, pirazinamida y aflatoxina (Sharmila et al, 2009). Por tal
motivo, existe una tendencia mundial de regresar al uso tradicional de plantas
medicinales, ya que muchos productos naturales a base de plantas se utilizan para el

tratamiento de estas y otras enfermedades.

El uso de tratamientos complementarios y alternativos (CAM) es una practica comun
en México y el mundo, se estima que el 80% de las personas usan un método
alternativo de tratamiento para aliviar sus problemas de salud sin que su médico
esté enterado (Shaikh et al, 2008) (Barnes et al, 2008).

Y se puede decir, que al menos un 70 % de estos tratamientos alternos son hechos a
base de plantas medicinales (Gomez-Martinez y Tlacuilo-Parra, 2007). En general,
estos remedios no cuentan con el respaldo de estudios quimicos y/o farmacoldgicos
que demuestren su eficacia y seguridad (Cassileth B. y Deng G., 2004). Por otro lado,

el 57 % de los farmacos que actualmente se usan en el mercado, son directamente
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un producto natural o derivados de estos (Newman D., 2008), de ahi la importancia

del estudiar la actividad bioldgica de estos.

En este estudio se evalud el efecto de proteccion hepatica de la parte aérea de
Geranium shiedeanum, el cual no ha sido estudiado desde el punto de vista

farmacoldgico.
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. ANTECEDENTES

2.1 HIGADO

El higado estd localizado en el cuadrante superior derecho del abdomen, en el
espacio peritoneal justo por debajo del diafragma, y bajo la parrilla costal y en la
cavidad abdominal, se extiende a través del lado izquierdo del cuerpo por encima
del borde superior del estémago, de color marrdn rojizo, pesa aproximadamente 1.3
kg en los varones adultos y tiene el tamafio de una pelota de futbol americano. Se
divide en dos lébulos predominantes, izquierdo y derecho. El I6bulo derecho tiene
dos segmentos de menor tamafio: |6bulo caudado posterior y cuadrado inferior y el
I6bulo izquierdo, el medio y el caudado. Aunque el higado es considerado el mayor
drgano interno; en cierto sentido su espesor es sélo de una o dos células. Los lI6bulos
hepaticos se encuentran formados por unidades mas pequefias llamadas lobulillos
aproximadamente de 50.000 a 100.000 lobulillos, que se conectan con pequefios
conductos que, finalmente forman el conducto hepdtico, el cual transporta la bilis
producida por las células del higado hacia la vesicula biliar y el duodeno (Mc Phee,

2011).
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2.1.1 Estructura
El higado tiene un espesor de sélo una a dos células. Esto se debe a que las células
hepaticas, o hepatocitos, forman ldminas, éstas estan separadas entre si por grandes

espacios capilares denominados sinusoides como se puede observar en la Figura 1.

Vena central Lamina hepatica

E:;)l:‘;icgg:s Conductillo biliar

Rama de la vena
porta hepatica

+- Rama de la arteria

hepatica o Trtndkd

portal

Canaliculo biliar

Conductillo biliar

Figura 1. Estructura microscoépica del higado. La sangre penetra en el lobulillo hepatico a
través de los vasos de la triada portal, pasa por los sinusoides hepdticos y abandona el
lobulillo a través de la vena central. Las venas centrales convergen y forman las venas
hepaticas que transportan la sangre venosa desde el higado.

Los sinusoides poseen poros extremadamente grandes, denominados fenestras y, a
diferencia de otros capilares, carecen de membrana basal. Esto hace que los
sinusoides hepdticas sean mucho mas permeables que otros capilares, permitiendo
incluso el paso de proteinas plasmaticas con moléculas apolares unidas a las

proteinas, como el colesterol. Los sinusoides contienen también células de Kupffer,

qgue forman parte del sistema reticuloendotelial. Las fenestras, la falta de membrana
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basal y la estructura laminar del higado proporcionan un contacto intimo entre los
hepatocitos y el contenido de la sangre.

El higado posee una asombrosa capacidad de regeneracion, debida a la divisidn
mitdtica de los hepatocitos existentes. Cuando dicho érgano sufre una lesién debida
a toxinas o infecciones se produce la muerte de los hepatocitos y entonces comienza
la division celular para regenerarse hasta restablecer la masa original y en este
punto cesa la division celular. Estas lesiones pueden producir fibrosis hepatica,
donde hay una acumulacién de fibras de coldgeno y matriz extracelula y conducir a
cirrosis, muerte del tejido hepatico normal el cual es sustituido por un tejido fibroso
o cicatricial. Los hepatocitos pierden su arquitectura normal y el lobulillo hepatico se
convierte en un conglomerado de células y tejido fibroso. Esta pérdida de estructura

del lobulillo lo incapacita para realizar sus funciones.

2.1.1.1 Sistema portal hepatico

El higado recibe un doble aporte de sangre, la arterial con elevada presion, a través
de la arteria hepatica y la venosa con menor presidn, a través de la vena porta,
procedente del drenaje venoso esplénico. La arteria hepatica aporta oxigeno
mientras que la vena porta transfiere sustancias nutritivas absorbidas por el tracto
gastrointestinal para su metabolismo y eliminacidn. El eflujo de la sangre se verifica

a través de una vena comun, la vena hepatica.
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Los productos de la digestion que se absorben a los capilares sanguineos del
intestino no penetran directamente en la circulaciéon general. En lugar de ello, esta
sangre se transporta primero al higado. Los capilares del tubo digestivo descargan
en la vena porta hepatica, que transporta esta sangre a los capilares del higado. No
es hasta después de haber pasado a través de este segundo lecho capilar cuando
penetra en la circulacién general a través de la vena hepdtica que descarga en el
higado.

El término sistema portal se emplea para describir este patrén triangular de
circulacion: capilares™» vena == capilares ™ vena. Ademas de recibir sangre venosa

del intestino, el higado recibe también sangre arterial a través de la arteria hepatica.

2.1.1.2 Lobulillos hepaticos

Las ldminas hepaticas estan dispuestas en unidades funcionales denominadas
lobulillos hepaticos. En el centro de cada lobulillo existe una vena central, y en la
periferia de cada lobulillo hay ramas de la vena porta hepdtica y de la arteria

hepatica, que se abren a los sinusoides que existen entre las ldaminas hepaticas.
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Rama de la vena porta

Conductillo biliar Canaliculo biliar ~ Sinusoides

Rama de la arteria hepética Lamina hepética Vena central

Figura 2. Flujo de sangre y de bilis en un lobulillo hepatico.

La sangre arterial y la sangre venosa portal, que contiene moléculas absorbidas en el
tubo digestivo, se mezclan cuando la sangre fluye por los sinusoides desde la
periferia del lobulillo a la vena central Figura 2. Las venas centrales de diferentes
lobulillos hepdticos convergen para formar la vena hepatica, que transporta la
sangre desde el higado a la vena cava inferior. La sangre fluye en el interior de los
sinusoides desde una vena porta a la vena central. La bilis fluye en el interior de las
[dminas hepaticas desde el centro a los conductillos biliares de la periferia de un

lobulillo.

La bilis se produce en los hepatocitos y se segrega a unos finos conductos
denominados canaliculos biliares, situados en el interior de cada lamina hepatica.
Estos canaliculos biliares descargan en la periferia de cada lobulillo a los conductos

biliares, que a su vez descargan en conductos hepaticos que conducen la bilis fuera
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del higado. Dado que la sangre fluye por los sinusoides y la bilis viaja en direccion
contraria en el interior de las ldaminas hepaticas, la sangre y la bilis no se mezclan en

los lobulillos hepaticos.

2.1.1.3 Circulacion enterohepatica

El suministro de sangre del higado es exclusivo, proviene tanto del corazén a través
de la arteria hepatica por la cual recibe sangre rica en oxigeno como del tracto
digestivo en forma directa a través de un gran vaso sanguineo llamado la vena porta
gue le suministra sangre que transporta nutrientes, toxinas y otras sustancias

absorbidas desde el intestino.

El higado filtra esta sangre y después la envia al corazéon mediante la vena hepatica.
La mayoria de los higados tienen lobulillos que constan de una vena rodeada por
minusculas células hepaticas llamadas hepatocitos. Estas células purifican la sangre,
eliminan los desechos y toxinas y almacenan nutrientes saludables para que el

cuerpo los utilice cuando sea necesario.

La circulacién y la excrecién biliar estdn compartimentalizadas para facilitar el
intercambio entre la sangre y los hepatocitos. La arteria hepatica asciende

directamente del eje celiaco y se divide en dos ramales: gdstrico y gastroduodenal
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siguiendo, a través del ligamento hepatoduodenal, como propia arteria hepatica,
antes de bifurcarse e introducirse en los segmentos del higado. La vena porta drena
el efluente venoso del tracto digestivo y del bazo. En los mamiferos, la vena porta
representa el Unico canal venoso que atraviesa otro drgano, el higado, antes de
retornar al corazon. Al igual que la arteria hepdtica, la vena porta se bifurca en
ramales que se distribuyen en los segmentos hepaticos. Por ultimo, la sangre arterial
y venosa portal confluyen en la sinusoide, capilar recubierto por células endoteliales
que posee poros o fenestras a través de los cuales circula el plasma sanguineo, y de

ahi drenan, via vena hepatica, en el interior de la vena cava inferior.

Observaciones directas de las oscilaciones en el flujo de la circulacién sinusoidal
sugieren que el intercambio (entrada y salida) del flujo sanguineo sinusoidal se
regula mediante esfinteres. En algunas especies, las paredes de las venas hepaticas
poseen esfinteres musculares potentes, pero en humanos las paredes de estos

canales vasculares son muy finas (Ira Fox S, 2008)..

Ademas de los componentes normales de la bilis, una extensa variedad de
compuestos exdgenos (farmacos) son segregados por el higado a los conductos

biliares Tabla 1.

TIPO COMPUESTO COMENTARIO

ENDOGENOS Sales biliares, Alto porcentaje reabsorbido

10



Antecedentes

(Condiciones normales) urobilinégenoy y sujeto a circulacion
colesterol. enterohepatica.
Lecitina Pequefio porcentaje

reabsorbido y sujeto a
circulacién enterohepatica.

Bilirrubina Sin circulacién
enterohepatica.
EXOGENOS Ampicilina, Alto porcentaje reabsorbido
(Farmacos) estreptomicina, y sujeto a circulacion
tetraciclina, enterohepatica.
Sulfonamidasy Pequeno porcentaje
penicilinas. reabsorbido y sujeto a

circulacién enterohepatica.

Tabla 1. Compuestos que excreta el higado a los conductos biliares.

Por lo tanto, el higado puede limpiar la sangre de determinados compuestos
retirdndolos de la sangre y excretdndolos al intestino con la bilis. Las moléculas que
son retiradas de la sangre por secrecion a la bilis se eliminan por las heces; esto es

igual al aclaramiento renal de la sangre a través de la eliminacién en la orina.

Sin embargo, muchos compuestos liberados con la bilis al intestino no se eliminan
por las heces. Algunos de ellos pueden absorberse a través del intestino delgado y
penetrar en la sangre portal hepatica. Estas moléculas, por lo tanto, vuelven a
transportarse al higado, donde de nuevo se segregan por los hepatocitos a los
conductos biliares. Se dice que los compuestos que recirculan de esta manera entre
el higado y el intestino tienen una circulacidon entero hepatica (Ira Fox S, 2008).

Figura 3.
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Figura 3. Circulacion enterohepatica.

2.1.2 Funciones

Como resultado de su gran y variado contenido enzimatico y su estructura peculiar,

y dado que recibe sangre venosa del intestino, el higado posee una variedad de

funciones mayor que la de cualquier otro érgano del cuerpo. Las principales

funciones hepaticas se enlistan en la Tabla 2.

Funciones Acciones
Destoxificacion de la ° Fagocitosis por la células de Kupffer
sangre . Alteracién quimica de moléculas

bioldgicamente activas (hormonas y farmacos)
° Produccidn de urea, acido Urico y otras
moléculas menos toxicas que los compuestos de
partida.
. Excreciéon de moléculas a la bilis
Metabolismo de hidratos | e Conversidn de la glucosa sanguinea en
de carbono glucégeno y grasa
° Produccidn de glucosa a partir del glucégeno

hepatico y de otras moléculas (aminoacidos, acido
l[actico) por gluconeogénesis
° Secrecidn de glucosa a la sangre

Metabolismo lipidico

. Sintesis de triglicéridos y colesterol

12
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. Excrecidn de colesterol en la bilis
° Produccidn de cuerpos cetdnicos a partir de
acidos grasos

Sintesis proteica ° Produccion de albimina
° Produccidn de proteinas plasmaticas de
transporte
. Produccidn de factores de la coagulacion
(fibrinégeno, protrombina y otros)

Secrecion de bilis . Sintesis de sales biliares.
° Conjugacion y excreciéon de pigmento biliar
(bilirrubina)

Tabla 2. Principales funciones hepaticas.

2.2  MARCADORES BIOQUIMICOS DE DANO HEPATICO

Debido a que el higado es tan complejo, es susceptible a una amplia variedad de
trastornos, algunos causados por exceso de alcohol o medicamentos, otros por
infecciones como la hepatitis virica, el cdncer y otros trastornos metabdlicos.

Pero el higado también es resistente, tiene una notable capacidad para regenerarse
después de una lesidén o inflamacidn y posee reservas de nutrientes a las cuales
puede recurrir cuando es lesionado.

Cuando el higado esta asediado por la hepatitis virica, sus células hepaticas son
destruidas. Inicialmente puede tolerar y resistir este tipo de lesion, debido a la
capacidad del higado para regenerarse y compensar el dafio. Esta fase de la
enfermedad hepatica se denomina enfermedad hepdtica compensada porque el
higado puede continuar todas sus funciones.

Cuando el higado ya no puede regenerar el tejido hepatico y sus capacidades para

filtrar y almacenar nutrientes se ven afectadas por el tejido cicatricial es decir la
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fibrosis, esa fase terminal de la enfermedad hepatica se denomina enfermedad
hepatica descompensada, porque el higado no puede compensar la lesidén que se

estd produciendo.

2.2.1 Alanino-aminotransferasa (ALT/ TGP)

La alanino aminotransferasa o también llamada transaminasa glutdmico-pirdvica en
una enzima producida por las células hepaticas y tiene ahi su sitio de accion.
Interviene en el metabolismo general en las reacciones de transaminacion
(transferencia del grupo amino de un aminodcido dador en un cetoacido y el
cetoacido aceptor en un aminodcido) dando lugar a aminodcidos y cetoacidos
distintos de los originales. En todas las enfermedades hepaticas que cursan con
necrosis celular existe la elevacién de esta enzima (hipertransaminasemia), y es mas
intensa cuanto mas aguda sea la lesidn. Las concentraciones de ALT aumentan
cuando las células hepaticas estan dafiadas o se estan muriendo. A concentraciones

de ALT mas elevadas, mayor muerte celular o inflamacion del higado.

2.2.2 Aspartato-aminotransferasa (AST/TGO)
Tal como la enzima ALT, la AST es una enzima producida por las células hepaticas,
anteriormente llamada transaminasa glutdmico oxaloacética. Esta enzima también

es producida por los musculos y puede estar elevada por enfermedades diferentes a
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la enfermedad hepatica. Por ejemplo, a menudo la AST es alta durante un infarto del
miocardio.

En casos de inflamacion del higado, los valores de las transaminasas ALT y AST estan
elevados. En algunas enfermedades, como la hepatitis alcohdlica, las
concentraciones de AST pueden ser mads altas que las de ALT. Las concentraciones
de AST pueden ser normales, y de todas maneras se puede estar presentando dafo

hepatico.

Las concentraciones mas altas de AST y ALT se encuentran cuando mueren
numerosas células hepaticas. Esto ocurre en enfermedades como la hepatitis B virica
aguda, el pronunciado dafio hepatico infligido por las toxinas, asi como por una
sobredosis de paracetamol o un prolongado sincope del sistema circulatorio
(choque) cuando el higado es privado de sangre fresca que trae oxigeno y
nutrientes.

Muchos medicamentos también pueden causar concentraciones andmalas de
enzimas hepaticas, como: anticonvulsivantes (fenitoina, acido valpréico,
carbamacepina y fenobarbital), paracetamol, antibidticos (tetraciclinas,
sulfonamidas, isoniacida (INH), sulfametoxazol, trimetoprima, nitrofurantoina, etc),
hipocolesterolémicos (estatinas y la niacina), antiarritmico (amiodarona) y los

antidepresivos triciclicos.
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Por lo general, cuando las anomalias de las enzimas hepdticas estdn relacionadas
con medicamentos, se normalizan en el término de semanas o meses después de
suspender esos medicamentos.

2.2.3 Bilirrubina total y directa

Pigmento amarillo rojizo formado por la descomposiciéon de la hemoglobina de los
glébulos rojos viejos. Normalmente, el higado conjuga la bilirrubina, que es
excretada en la bilis y pasa por el duodeno para ser eliminada.

Las concentraciones de bilirrubina en la sangre pueden subir debido a
sobreproduccidn, disminucién de la absorcidn por parte del higado, disminucién de
la conjugacion, disminucidn de la secreciéon del higado o bloqueo de las vias biliares.
En caso de aumento de produccién, disminucién de absorcién del higado o
disminucion de la conjugacidn, la bilirrubina no conjugada, denominada bilirrubina
indirecta, estara basicamente elevada.

En casos de disminucién de secrecidn del higado u obstruccidn de las vias biliares, la
bilirrubina conjugada o bilirrubina indirecta, estara basicamente elevada.

En caso de enfermedad hepatica crénica, por lo general las concentraciones de
bilirrubina son estables hasta que haya ocurrido dafio hepatico considerable y Ila
cirrosis esté presente. En la enfermedad hepatica aguda, por lo general la bilirrubina

aumenta en relacién con la gravedad del proceso agudo.

2.3 MECANISMOS DE HEPATOTOXICIDAD
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El higado es el érgano principalmente encargado del metabolismo de los
xenobidticos, y esa es la causa de que sea el higado el 6rgano mas vulnerable a la
lesion toxica. Las sustancias extrafias son destoxificadas por oxidacion, reducciéon o
hidrdlisis y posterior conjugacion. La oxidacidon esta, en su mayoria catalizada por las
monooxigenasas dependientes del NADPH ubicadas en el reticulo endoplasmico liso.
Este reticulo predomina en la regién perivenosa, (Waxman y Azaroff, 1992), por ello,
no solo las enzimas generadores de NADPH, sino también las enzimas consumidoras
de NADPH como la citocromo P-450 NADPH reductasa y la glutation reductasa
predominan en las inmediaciones del terminal venoso. Por tanto, Ia
biotransformacién de los xenobidticos es una funcion preferencial del espacio
venoso, y los hepatocitos ubicados en esta zona muestran una susceptibilidad mayor
frente a la agresidn electrofilica de los metabolitos reactivos formados a través de
las monooxigenasas microsdmicas dependientes del citocromo P-450 o de la FAD.
Entre las causas mds corrientes de lesién hepatica se encuentran aquellas
producidas en este drgano por efecto de los xenobidticos. Una porcidn considerable
de farmacos y agentes que contaminan el medio ambiente se encuentran
clasificados entre los xenobidticos hepatotdxicos, los cuales originan dafio hepatico
de tipo muy diverso: necrosis en su triple aspecto, zonal, masiva o difusa; esteatosis,
colestasis, cirrosis, carcinoma hepatocelular y colangiocelular y alteraciones

circulatorias intrahepaticas.
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La agresion toxica en el higado se produce, principalmente a través de la formacién
de especies quimicas reactivas que se generan en el proceso de biotransformacién
del agente téxico. Estas especies quimicas se clasifican en: compuestos electrofilicos,
y radicales libres. Los compuestos electrofilicos tienen la capacidad para reaccionar
covalentemente con las macromoléculas celulares. Los radicales libres tienen la
capacidad para iniciar la peroxidacion lipidica. Estos, al encontrarse en exceso en el
interior del hepatocito, reaccionan con el grupo SH del glutation haciendo disminuir
con ello la concentracion intracelular de este tripéptido. Estos eventos encadenados
con otros, conducen a alteraciones que ocasionan lesiones de tipo funcional y/o
estructural, que en casos de intoxicacion masiva o de naturaleza idiosincrdsica
conducen inexorablemente a la muerte celular.

Ante el incesante aumento de agentes quimicos a los que se encuentra
continuamente sometido el hombre y cualquier ser vivo, la susceptibilidad del
higado a ser lesionado por estos agentes es consecuencia del destacado papel que
juega este érgano en el proceso de su biotransformacion.

Existen diversas razones que contribuyen a potenciar la vulnerabilidad del higado
frente a la agresion de los xenobidticos. Entre ellas, cabe citar como las mas directas
aquellas que se derivan de la elevada concentracién que alcanzan los téxicos de
naturaleza liposoluble en el interior del drgano, de las transformaciones metabdlicas
que sufren las sustancias téxicas en el interior del hepatocito y de la posicién del

higado como puerta de entrada hacia los tejidos (Cascales, 1987).
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Para abordar el estudio de las disfunciones hepaticas producidas por sustancias
toxicas, se cuenta en la actualidad con una serie de modelos de hepatotoxicidad
inducida experimentalmente. Estos modelos proporcionan sistemas in vivo e in vitro
de una gran utilidad para profundizar en el conocimiento de los mecanismos
responsables de las alteraciones moleculares, funcionales y estructurales y de los
mecanismos de defensa que posee el higado para prevenir o reparar la lesidn toxica

(Cascales, 1987).

2.3.1 Metabolismo hepatico de la tioacetamida

El xenobidtico Tioacetamida (TA) es un compuesto organico que tiene un grupo
tioamida similar a los derivados de tiourea, polvo de color blanco, cristalino, con un
olor ligero y facilmente soluble en agua (Gupta D, 1956). Su férmula quimica CH3—
CSNH3 vy su dosis letal media (DLsg), es 200mg/Kg de peso (Zimmerman et al, 1987)
(Kishore et al, 1998) (Liapi, et al 2009). Al principio de utiliz6 como fungicida de
naranjos, pero en 1943 se detectd su presencia en el zumo con el consiguiente
riesgo de salud.

La tioacetamida ha sido utilizada ya varios afios en un modelo en ratas para inducir
dafo hepatico. La mayoria de los estudios aceptan que la cirrosis producida por TA
es similar a la enfermedad humana. Obviamente, esta aceptacién no incluye el
agente etioldgico pero existe bastante similitud en los cambios histolégicos vy

bioquimicos entre ambos tipos de cirrosis (Zimmerman et al, 1987).
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CHs NH;

Figura 4. Estructura quimica de la tioacetamida.

Este hepatotdxico centrilobular potente sufre una bioactivacion de dos pasos: a
tioacetamida-sulféxido (TASO) mediado por CYP2E1 microsomal y tioacetamida-S, S-
oxido (TASO2) que es el metabolito reactivo. Esto libera éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) y del factor nuclear KB, lo que lleva a la necrosis centrilobular (Chen
et al, 2008). Se metaboliza rapidamente en microsomas de higado de rata dando
lugar a la tioacetamida S-6xido, que se considera el compuesto electrofilico capaz de
formar aductos N-g-acetil lisina con las proteinas y ejercer asi sus efectos
necrogénicos (Dyroff y Neal, 1981), cirrogénicos y carcinogénicos. El sistema
monooxigenasa microsomico, dependiente de flavina, el N, N-dimetil anilina N-
oxidante, es el sistema enzimatico principalmente responsable del metabolismo de
la tioacetamida transformandola a tioacetamida-S-6xido.

La lesidon hepdtica aguda inducida por una dosis necrogénica de tioacetamida se
caracteriza por una severa necrosis perivenosa. La necrosis se desarrolla como

consecuencia de la biotransformacion del compuesto a través de los microsomas
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dependiente de flavina monooxigenasa. Los metabolitos reactivos responsables de
hepatotoxicidad son los radicales derivados de 6xido de tioacetamida y las especies
reactivas de oxigeno derivados de subproductos en el proceso de oxidacién
microsomal, los cuales pueden reducir glutatién reducido que conduce a estrés
oxidativo (Andrés, et al. 2003) (Mansour, et al. 2009). Estas especies electrofilicas
tienen capacidad de unirse covalentemente a las macromoléculas celulares,
existiendo una estrecha correlacién entre la cantidad de estas uniones covalentes y
la necrosis celular.

En general se puede afirmar que la cirrosis producida por TA reproduce las
alteraciones morfoldgicas y bioquimicas de la cirrosis humana: hipertension portal,
disminucion en el flujo sanguineo portal, en la excrecién hepatica, en los contenidos
del citocromo P450 y en el glucdgeno hepatico y elevacién de la fosfatasa alcalina

sérica.

24 Formacion de especies quimicas reactivas

Muchos compuestos muestran su toxicidad a través de metabolitos reactivos, o
como resultado de la generacién de especies quimicas reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés: Reactive Oxygen Species) o también llamados radicales
libres. Estas especies quimicas poseen un electrén desapareado en su ultima capa, lo
que les permite reaccionar con un elevado numero de moléculas de todo tipo,

primero oxidandolas y después atacando sus estructuras (Rodriguez et al, 2001). La
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mayoria de los xenobidticos que son transformados por el citocromo P-450 hepatico
a metabolitos reactivos, causan necrosis perivenosa, debido a que la mayor
concentracion de citocromo P-450, se encuentra a este nivel. La regidn periportal,
con alto contenido en oxigeno, contiene asi mismo la mayor parte de las enzimas del
metabolismo intermediario para la sintesis de las proteinas plasmaticas y para el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. La necrosis de la region periportal se suele
asociar con una accion directa de hepatotoxinas, que penetran en el higado por la

vena porta y no requieren bioactivacion.

El ritmo mediante el cual el citocromo P-450 se une a los diferentes sustratos para
que sean metabolizados, puede ser elevado mediante agentes inductores (Ayrton et
al., 1991). La respuesta adaptada a estos agentes, da lugar a un incremento del
reticulo endoplasmico liso y de la actividad monooxigenasa dependiente del

citocromo P-450.

2.4.1 Sistemas de defensa antioxidante

2.4.1.1 Enddgenos

Normalmente, el organismo desarrolla moléculas llamadas antioxidantes para
eliminar los radicales libres de oxigeno localizados en el higado (Spalholz et al,
1998). Un antioxidante es aquella molécula capaz de secuestrar un radical libre e

incapacitarlo al colisionar con éste, le cede un electrén oxiddndose a su vez y
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transformdndose en una especie reactiva de oxigeno débil no téxico (Rodriguez et
al, 2001).

Los sistemas antioxidantes se dividan en tres clases: 1) Sistemas enzimaticos:
Catalasa, superodxido dismutasa (SOD) y el glutation peroxidasa (GPx); 2) Sustancias
secuestradoras o atrapadoras o “Scavenger”, que son pequefias moléculas que
limpian el plasma de oxiradicales y 3)Sustancias proteicas que son capaces de
secuestrar metales de transicion (Torres, 2001).

La SOD se integra de una familia de metaloproteinas presentes en todas las células,
representa la primera linea de defensa acelerando la reaccion del aniéon 05 a H;0;
(Devlin, 2002).

La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, los cuales sirven para
eliminar el H,0; catalizando una reaccidn entre dos moléculas de éste radical,
resultando en la formacién de agua y oxigeno (Nanji y French, 2003).

La GPx juega importante en la detoxificacion del H;0, y los perdxidos que se
generan en las células, esta convierte los radicales libres en moléculas menos
daninas o impide su formacién. Existen dos tipos de glutatiéon peroxidasa, una
Selenio dependiente (Se-GPx) y otra que no contiene selenio (GPx), la Se-GPx es una
proteina capaz de catalizar tanto la reduccién del perdéxido de hidréogeno como de
perdxidos organicos, mientras que la glutatidn peroxidasa no selenio dependiente,

solo tiene actividad frente a peréxidos organicos (Borras, 2003).
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La GSH es un citoprotector contra los compuesto tdxicos originados por el estrés
oxidativo, asi mismo la disminucidn de este antioxidante predispone a esa condicion,
la cual puede resultar en la lipoperoxidacion o en el dafio directo a la proteinas de
los acidos nucleicos (Newman, 2008). La disminucién mitocondrial del GSH
predispone al dafio hepatico ocasionado por el consumo de etanol dado como
resultado una disminucion de los niveles celulares del ATP, lo cual puede contribuir
en la transicion de la permeabilidad mitocondrial; lo que ha sido implicada en el
mecanismo primario que contribuye a la apoptosis o necrosis (Lee y Farell, 2001)
Diversas enzimas han emergido a los largo de la evolucion, cuya funcidn primaria es
disminuir los niveles intracelulares de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en el
organismo y por tanto, proporcionar una funcidn protectora frente a los oxidantes
biolégicos. Entre estos sistemas se encuentran los enzimaticos (superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y los no enzimaticos entre los que ocupa
un lugar preeminente el glutation.
2.4.1.2Exégenos
24.1.2.1 Farmacos
El arsenal farmacoldgico utilizado para tratar la fibrosis hepatica no es muy amplio.
De hecho, hoy en dia no existe ningun tratamiento especifico y los pacientes sélo
reciben terapia para las complicaciones (Saez-Lara, et al. 2006).

Farmacos que proveen Mecanismo de accidn

proteccion hepatica

Silimarina Estabiliza las membranas del hepatocito.
Vitamina E Antioxidante
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Vitamina A (B-caroteno)
Bioprotect*

X-2*

(Cocarboxilasa o pirofosfato de
tiamina)

Cholal modificado*

(Factor antitdxico de higado)
Colchicina

Corticoesteroides
Interferdn ay glicirrizina

Curcumina, resveratrol y
talidomida

Liv52

Oxido nitrico (NO)

Tabla 3. Farmacos hepatoprotectores.

Antecedentes

Antioxidante
Antioxidante
Antioxidante

Protege el parénquima hepdatico

Inhiben la sintesis de colageno (Muriel y
Rivera-Espinoza 2008).

Antiinflamatorio, reducen la sintesis de
citoquinas (Tome y Lucey, 2004).
Antifibroticos, (Muriel y Rivera-Espinoza
2008).

Modulan la actividad de NF-KB (Factor
nuclear kappa B), disminuyen el dafio de
las citoquinas pronecrdticas y
profibroticas (Muriel y Rivera-Espinoza
2008).

Es una mezcla de plantas que procede de
la India, comercializada desde hace 50
afios, se considera un protector hepatico
(Muriel y Rivera-Espinoza 2008).
Inhibidor de la agregacion plaquetaria y
de la infiltracion de neutréfilos, ademas
de prevenir apoptosis (Muriel y Rivera-
Espinoza 2008).

El mayor obstaculo que presenta el desarrollo de farmacos antifibroticos es la

dificultad para definir el punto final adecuado en los ensayos clinicos, combinado

todo ello con el lento desarrollo de la enfermedad, que puede llevar de afios a

décadas. La mayoria de éstos farmacos actian evitando directamente la activacion

de las células estelares hepdticas, otros, previenen el dafio o pérdida de los

hepatocitos, o detienen la proliferando de la células del conducto epitelial, a través
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del cual se liberan los factores profibrogenéticos que conducen a la fibrosis. Los
efectos conseguidos son variables segun se trate de fibrosis lobular o biliar, lo que
obliga a realizar ensayos preclinicos en modelos animales con ambos tipos de

fibrosis (Shuppan y Afdhal 2008).

Por lo que los medicamentos convencionales utilizados en el tratamiento de
enfermedades hepaticas son a veces inadecuados y pueden ocasionar efectos
adversos graves. Asi que existe la tendencia mundial de volver a la medicina
patologias hepaticas inducidas por farmacos, es decir efectos secundarios
potencialmente graves de regimenes de quimioterapia antituberculosa (isoniazida,
pirazinamida y aflatoxina). Se sabe, por estudios en animales que los medicamentos
antituberculosos se administran en dosis toxicas y afectan higado, membranas y
organulos. Esto se basa en los elevados niveles de enzimas marcadores de dafio
hepatico: aspartato y alaninoaminotransferasa y fosfatasa alcalina en suero

(Sharmila et al, 2009).

2.4.1.2.2 Plantas medicinales

El incluir farmacos de origen natural y alimentos crudos en la dieta que poseen
antioxidantes, se ha convertido en un foco central de la investigacién disefiada para
prevenir o mejorar la lesion tisular y puede tener un papel importante para

conservar la salud.
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En la India, dentro de la medicina tradicional y en el ambito etnomédico, se utilizan
numerosas plantas medicinales en el tratamiento de enfermedades del higado. Esta
practica se ha convertido en una parte integral de la atencién médica, basada en una
combinacidn de uso tradicional e investigacion cientifica. De acuerdo con el interés
en las hierbas medicinales se debe tener un mayor escrutinio cientifico de su

potencial terapéutico y su seguridad (Vilwanathan et al, 2005).

Se han realizado numerosas pruebas de proteccion hepdtica utilizando diferentes

especies, en la Tabla 4 se enlistan estas especies; Sin embargo, pocas mencionan

que compuestos contienen éstas.
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Especies

Compuesto responsable de la proteccién

Hygrophila auriculata

Extracto metandlico de las semillas (Singh Ay
Handa S.-S., 1995.)

Apium graveolens

Extracto metandlico (Singh Ay Handa S.-S.,
1995.)

Boerhaavia diffusa

Extracto acuoso (Rawat et al. 1997)

Ardostachys jatamansi | Extracto etandlico (Ali et al., 2000)

Jigrine Flavonoides (Ahmad et al. 2002)

Rosmarinus Extracto etandlico (Galisteo et al. 2006)

tomentosus

Butea monosperma Extracto metandlico (Sehrawat et al. 2006)

Gingko biloba Flavonoides glucosilados y terpenos
(Harputluoglu et al., 2006 )

Tamarix gallica Extracto (Sehrawat y Sultana, 2006)

Phyllanthus Extracto hexanico (Asha, 2007)

maderaspatensis

Solanum nigrum

Extracto (Hsieh et al. 2008)

Tecomella undulata

Extracto etanol-agua (Khatri et al. 2009)

Cleome viscosa

Extracto etandlico (Gupta y Dixit, 2009)

Tephrosia purpurea Extracto etanol-agua (Khatri et al. 2009)

Anoectochilus Extracto acuoso (Wu et al., 2010)

formosanus

Anoectochilus Extracto (Wu et al. 2010)

formosanus

Onopordum Flavonoides glucosilados: 6-methoxy-apigenin

alexandrinum (hispidulin), acacetin, apigenin, luteolin,
kaempferol, eriodictyol, apigenin-7-O-glucoside,
luteolin-7-0-glucoside, and kaempferol-3-O-
rutinoside y acacetin-7-O-galacturonide (Salama
etal, 2011)

Phyllanthus acidus Extracto acuoso (Jain y Singhai, 2011)

Tabla 4. Especies con actividad hepatoprotectora.
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2.5 GENERO GERANIUM

Desde tiempos inmemoriales los seres humanos han utilizado las plantas para
mantener su salud, debido a que contiene numerosos compuestos bioldgicos
activos. En los ultimos afios las plantas se han convertido en una fuente importante
para descubrir nuevos medicamentos. El género Geranium (Geraniaceae fam.),
comprende alrededor de 300 especies y son utilizadas en la medicina tradicional
como agentes: antipiréticos, purgante y antidiarreico, asi como contra los dolores
renales. En el uso popular, las especies de geranio son utilizados como
antiasmdticos, antialérgicos, antihepatotéxicos, diuréticos, tdnicos, agentes
hemostaticos y antidiabéticos (Neagu et al. 2010).

El analisis quimico de las plantas pertenecientes a este género ha demostrado la
existencia de algunas cantidades importantes de taninos hidrolizables, compuestos
fendlicos y flavonoides (Neagu et al. 2010), (S6hretoglu et al, 2008).

Los compuestos fendlicos, especialmente los flavonoides son componentes
principales entre los compuestos bioldgicos activos de las especies de geranio. Los
flavonoides tienen un papel importante en la bioquimica y accién a nivel fisiolégico
hepatoprotector, antitrombético, antiinflamatorio, antiviral, antialérgico,
antiproliferativo, inmuno-estimulante y anticancerigeno (Neagu et al. 2010).

Desde el punto de vista taxonémico el geranio se encuentra dentro de la familia

Geraniaceae, que incluye hasta once géneros a los que pertenecen unas 750
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especies. Geranium y Pelargonium son los géneros mas conocidos, el primero como
planta silvestre y el segundo de tipo ornamental. Geranium proviene de “geranos”,
que significa grulla (Gomez, et al. 2005). Este género se ha caracterizado por
contener taninos y flavonoides que le proporcionan actividad antioxidante

principalmente.

La actividad bioldgica de las especies de Geranium esta bien documentada (Gayosso
et al, 2009). Se utilizan tradicionalmente para disminuir diarreas, como por ejemplo
Geranium canescens, G. robertianum y G. incanum (Amabeoku, 2009). El G. sibiricum
Linne y el G. robertianum como agente antiinflamatorio (Shima y Limb, 2009)

(Amaral, et al., 2009).

Ademas se han utilizado durante mucho tiempo en la medicina tradicional para la
curacion de heridas, diarrea, cicatrizacion de Ulceras y como antibacterianos. Estas
propiedades se deben a que contienen polifenoles (Kobakhidze y Alaniya, 2003)

(Fodorea, et al 2005).

El Geranium thunbergii se utiliza en la medicina oriental como antihemorragico,
esterilizacién, diarrea y astringente (Qing-He, et al. 2006).
El Geranium pratense fue el mds activo de tres geranios en un experimento de

actividad antibacterial (Nikita, et al. 2007). El G. pratense y macrorrhizum han

30



Antecedentes

mostrado actividad antioxidante (Myagmar y Aniya, 2000) (Giedrius et al, 2004). El
G. carolinianum y G. mexicanum han demostrado actividad antimicrobiana, antiviral
y antiprotozoaria respectivamente (Li et al, 2008) (Calzada, et al. 2005). Los
extractos de sibirum han demostrado ser utiles en el tratamiento de cancer de colon

y muestra ademas actividad antiinflamatoria (Huang, et al. 2009) (Calza y Lim, 2009).

El Geranium strictipes ha mostrado actividad contra Staphylococcus aureus (Zuo, et
al. 2008). Los polifenoles aisaldos de Geranium sanguineum mostraron actividad
antioxidante in vivo e in vitro (Murzakhmetova et al, 2008). El Geranium bellum Rose
inhibe de manera selectiva la trifosfato isomerasa del Trypanosoma cruzi (Gayosso-
De Lucio et al, 2009).

Por lo que se ha visto en la literatura y los compuestos que poseen es probable que
la especie endémica de nuestro estado provea actividad de proteccion hepatica.

El Geranium shiedeanum, motivo de nuestro trabajo es conocido como “Pata de
ledn”, es una planta herbdcea perenne, rastrera a ascendente hasta de 60 cm de
largo, con flores de pétalos casi siempre morados o rosado-morados, de 15 a 20 mm
de largo cuya caracteristica es que presenta dos flores por cada racimo (Rzedowski y
Calderdn, 1995). Florece de mayo a septiembre en nuestro estado, es empleada de
manera tradicional para el tratamiento de fiebres y la inflamacién (Villavicencio et

al, 2002).De ésta especie no se han realizado evaluaciones farmacolégicas.
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. JUSTIFICACION

El higado es el principal 6rgano implicado en el metabolismo diversas toxinas y
farmacos, dicho metabolismo se encuentra asociado a cambios bioquimicos en los
hepatocitos y la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). Muchos de los
danos en el higado que incluyen desde ictericia, hepatitis a hepatitis necro-
inflamatoria, cirrosis y carcinoma han sido asociados con el desequilibrio de las ROS.
Las principales causas de insuficiencia hepdtica aguda son la hepatitis viral aguda,
farmacos y las lesiones inducidas por toxinas hepdticas (Galisteo et al, 2006), por lo
que el desarrollo de medicamentos antioxidantes contribuiria a la proteccién y
tratamiento de la lesién y enfermedad hepatica, es decir reducir la inflamacién y
fibrosis hepatica por lo tanto enlentecer o incluso prevenir la progresién a cirrosis
(Chen et al, 2006).

El estado de Hidalgo cuenta con una enorme variedad floristica y entre estas se
incluyen las plantas medicinales usadas tradicionalmente en la terapéutica, sin
embargo, aunque muchas de ellas han sido identificadas quimicamente aun no se
han realizado suficientes estudios fitoquimicos y farmacoldgicos para determinar su
funcionalidad. Asi mismo, un gran numero de plantas aromadticas, especias,
medicinales y otras contienen compuestos quimicos que exhiben propiedades
antioxidantes. Se han realizado numerosos estudios en algunas de estas plantas, por
ejemplo, romero, salvia, orégano, etc. permitiendo el conocimiento de antioxidantes

naturales utiles en las formulaciones de alimentos y cosméticos. Sin embargo, la
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informacién quimica y farmacoldgica sobre las propiedades antioxidantes de
diversas plantas, especialmente las que son menos utilizadas en la medicina y
culinaria, sigue siendo mds bien escasa. Por lo tanto, la evaluaciéon de dichas
propiedades sigue siendo una tarea interesante y util de la cual se pueden obtener
nuevas fuentes de antioxidantes naturales (Miliauskasa, et al. 2004).

Ahora bien, la finalidad de este estudio es evaluar el probable efecto
hepatoprotector de la especie de Geranium shiedeanum endémica del Estado de
Hidalgo en un modelo de dafo hepatico inducido por el xenobidtico tioacetamida en
ratas a través de la medicidon de biomarcadores de dafio. De esta manera, proponer
una alternativa natural en el tratamiento de las enfermedades hepaticas que resulte

ser eficaz y econdmicamente accesible para la poblacidn.
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IV. HIPOTESIS

Las partes aéreas de Geranium shiedeanum son utilizadas en la medicina tradicional

por contener antioxidantes, por lo que pueden producir un efecto hepatoprotector

frente a un al hepatotdxico tioacetamida.
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V. OBIJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el probable efecto hepatoprotector de la especie de Geranium
shiedeanum endémica del Estado de Hidalgo en un modelo de dafio hepatico

inducido por el xenobidtico tioacetamida en ratas.

Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto crudo de Geranium shiedeanum.

2. Aislar los compuestos mayoritarios del extracto de G. shiedeanum por
medio de cromatografia en columna y capa fina.

3. Caracterizar los compuestos mayoritarios del extracto de G.
shiedeanum en base a sus propiedades fisicas y espectroscépicas.

4, Determinar la dosis letal 50 (DLso) del extracto de Geranium
schiedeanum obtenido, en ratas de la cepa Wistar por el método de Lorke.

5. Diagnosticar la intensidad de la lesién hepadtica inducida por
tioacetamida en ratas pre-tratadas o no con el extracto obtenido de Geranium
schiedeanum, mediante la determinaciéon de pardmetros séricos de lesion

hepatica y muerte celular.
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VI.  METODOLOGIA
Productos y reactivos
El pienso comercial 2018S de la marca Harlan.
Tioacetamida de Merck.
Solucidn salina fisioldgica de PySA.
Los sustratos, coenzimas y enzimas de la marca comercial Spinreact.

Sephadex LH-20

Equipo

Espectrofotometro UV-V Agilent, modelo 8453.

Centrifuga refrigerada eppendorf, modelo 5403.

Cronémetro Gimex S.A.

Bafo ultrasénico Aquasonic VWR Scientific Products, modelo 550D.
Autoclave de mesa Sterile Max Harvey, modelo ST75925.

Balanza OHAUS, modelo AP310-O

Vortex DAIGGER Genie 2, modelo 222202

Bafio Maria LINDBERG/BLUE, modelo WB1110A.

Refrigerador SAMSUNG AQT 5000, modelo RT32JBSW

Bascula ADAM a Max. 5000g.
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7.3  Obtencion e identificacidon del material vegetal

Los especimenes de Geranium shiedeanum fueron colectados en la localidad de “El
Guajolote” municipio de Epazoyucan en el estado de Hidalgo, en julio del 2009. Un
ejemplar de referencia se deposité en el Herbario del Centro de Investigaciones
Bioldgicas de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo con numero de
voucher Gayosso J.A.-03 y fue identificado por el M. en C. Manuel Gonzailez

Ledesma.

7.3.1 Obtencidn del extracto crudo

Un kilogramo de la parte aérea de Geranium shiedeanum fueron secados a la
sombra, molidos y posteriormente se realizé la extraccién mediante maceracién en
20 L de acetona-agua 7:3, durante siete dias. Se filtraron y concentraron a presién
reducida, hasta la obtencion del extracto crudo.

7.3.2 Fraccionamiento del extracto crudo

Dos gramos y medio de extracto crudo se sometieron a cromatografia de exclusién
molecular usando como soporte Sephadex LH-20. Se obtuvieron 11 fracciones de
300 ml, iniciando con H;0O, H,O-MeOH y terminando con MeOH, en polaridad
decreciente.

La purificacién posterior fue realizada utilizando técnicas cromatograficas
convencionales en columna y CCF (cromatografia en capa fina) utilizando como

soporte Sephadey, silica gel, entre otros.
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La identificacién de los compuestos aislados se hizo en base a su composicién de sus
caracteristicas fisicas y espectroscopicas ademas de sus datos de RMN H y 3C.

Los espectros de RMN de 'H (400 MHz) y 3C (100 MHz), fueron obtenidos en un
espectrometro Jeol Eclipse 400, usando como disolventes CD30D, DMSO-ds y/o
acetona- ds. La separacion cromatografica se llevd a cabo en dos soportes: gel silice
y Sephadex LH-20, para el caso del gel de silice fue de la marca Merck (230-400
mesh ASTM) tamafio de particula 0.063-0.2 mm en columnas de vidrio de 2.0y 1.0
cm de didmetro interno, para el caso de Sephadex LH-20 se usé una columna de
cromatografia de 2.5cm de diametro conteniendo 25 g de soporte. Las
cromatografias en capa fina se realizaron en cromatofolios de aluminio recubiertos
con gel de silice 60 F?°4, espesor de 0.2 mm.

Soluciones reveladoras para CCF: FeCl; al 1% en MeOH, solucion para identificar
taninos y acido difenil-borinico-B-etilaminoéster al 1% en MeOH, para identificar
flavonoides.

7.4 Ensayo de toxicidad aguda.

El ensayo de toxicidad aguda, se realizé mediante el método de Dietrich Lorke (Lorke
1983), se utilizaron doce animales provenientes del Bioterio de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo y se utilizaron bajo la aprobacion del Comité ético
interno para el cuidado y uso de animales de laboratorio de acuerdo a los
lineamientos de la NOM-062-Z00-1999, en la cual se incluyen las especificaciones

técnicas para el cuidado y uso de los animales de laboratorio. En la primera etapa
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del ensayo se determind el rango de dosis necesario para obtener la Dosis letal
media (DLso) de dicho extracto en ratas.

Se formaron cuatro grupos o lotes:

. Grupo 1: grupo control administrado con 1ml de agua estéril
° Grupo 2: administrado con 10 mg/Kg de peso

° Grupo 3: administrado con 100 mg/Kg de peso

. Grupo 4: administrado con 1000 mg/Kg de peso

Estos animales fueron administraron a las diferentes dosis de extracto de G.
shiedeanum disuelto en agua destilada y mediante el uso de una canula
intragastrica, excepto el grupo control al cual se le administrd solo el agua estéril. Se
mantuvieron en observacion durante catorce dias consecutivos, en los cuales se
evalud su comportamiento y peso. Se cuantificd el nUmero de animales muertos y se
examinaron macroscopicamente para determinar posibles cambios en drganos de la
cavidad abdominal (higado, bazo, rifidn) con respecto al grupo control (Lorke, 1983).
De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera fase se seleccionaron las dosis

correspondientes a la segunda fase.

Se utilizaron cuatro animales mas, uno por cada grupo. Las dosis administradas por
grupo fueron:
° Grupo 1: grupo control administrado con 1ml de agua estéril,

° Grupo 2: administrado con 1600 mg/Kg de peso,
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° Grupo 3: administrado con 2900 mg/Kg de peso y

° Grupo 4: administrado con 5000 mg/Kg de peso.

Se mantuvieron en observacidon durante catorce dias consecutivos, en los cuales se
les evalud su comportamiento y peso. Se cuantificd el nUmero de animales muertos
y se examinaron macroscopicamente para determinar posibles cambios en érganos
de la cavidad abdominal (higado, bazo, rifidn) con respecto al grupo control (Lorke,

1983).

7.5 Evaluacion Hepatoprotectora

La evaluacion se realizé con el extracto crudo de la especie G.shiedeanum.

7.5.1 Animales y tratamiento

Se adquirieron 40 ratas adultas de la cepa Wistar de dos meses de edad (200-220 g),
en el Bioterio de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo y se utilizaron de
acuerdo al Comité interno ético para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
esta institucion. Fueron aclimatadas en dicho Bioterio dos semanas antes de su uso.
Durante estas dos semanas fueron alimentadas con libre acceso a pienso comercial
2018S Harlan y agua, y expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y control de

temperatura. Los experimentos se llevaron a cabo en dos diferentes grupos de ratas:

(1) ratas tratadas con una dosis Unica de TA (100mg/ml) (Andrés et al, 2003),

disuelta en NaCl 0.9% por via intaperitoneal (Figura 5). La dosis de tioacetamida fue
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escogida como la dosis maxima con una supervivencia del 90% (Zaragoza, et al.
2000).

(2) ratas pre-tratadas con extracto crudo de Geranium shiedeanum (100mg/kg)
disuelto en agua y se administrado mediante el uso de canula intragastrica (Figura 6)

por tres dias consecutivos y en el tercer dia administradas con una dosis Unica de TA.

Las ratas control EGs fueron administradas con 1ml de agua estéril, por via
intragastrica y las control de TA con 0.5 ml de NaCl al 0.9% administrada por via
intraperitoneal. Cada experimento se realizé por duplicado en cuatro animales
diferentes para cada condicién. Posteriormente, las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital al 6.3% a una dosis de 1ml/Kg y se obtuvieron muestras de sangre a
diferentes tiempos después de la administracion del hepatotéxico (0, 24, 48, 72 y
96h), para la evaluacion de las diferentes enzimas marcadores de dafio hepatico

(Sanz, et al. 1995).

Figura 5. Administracion intraperitoneal de TA.
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Figura 6. Administracion intragastrica de G. shiedeanum.

7.5.2 Obtencion del suero

Para la obtencién de los sueros las ratas se anestesiaron mediante pentobarbital y
tras proceder a la apertura de la regidon abdominal se obtuvo la sangre por puncion
de la vena porta. La sangre se mantuvo a 4° C durante 24 horas y posteriormente, se

centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos a 4° C, obteniendo asi el suero como

sobrenadante.
Ex Ex Ex+TA
I | L] | | | |
| ! I | | ! |
-48h -24h Oh 24h 48h 72h 96h
TA
-48h -24h Oh 24h 48h 72h 96h
< Toma de >

muestras

Esquema 1. Obtencidn de suero a distintos intervalos de tiempo (0, 24, 48, 72 y 96 h).
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7.5.3 Determinaciones en suero

Se determinaron las concentraciones enzimaticas séricas de la aspartato
aminotransferasa (AST) y alanino aminotrasferasa (ALT), enzimas que se consideran
determinantes del grado de necrosis y funcionalidad hepaticas. Asi como también,
bilirrubina total (TBIL) y directa.

7.5.3.1 Aspartato aminotransferasa (AST)

La concentracion sérica de esta enzima, anteriormente llamada transaminasa
glutdmico oxaloacética (TGO), se determind espectrofotométricamente en suero,
midiendo la disminucién de la absorbancia a 340 nm a 30° C, producida por la
oxidacién del NADH a NAD* en la reaccion acoplada de reduccién del oxalacetato a

malato, catalizada por malato deshidrogenasa (Murray 1984), segun el Esquema 2.

AST
L-aspartato + a-cetoglutarato == Glutamato + Oxalacetato

Malato deshidrogenasa

Oxalacetato + NADH + H* o) |\/]3/at0 + NAD*

Esquema 2. La oxidacién del NADH en el medio es directamente proporcional a la
concentracion catalitica de AST en suero.

7.5.3.2 Alanina aminotransferasa (ALT)
La actividad de esta enzima, anteriormente llamada transaminasa glutamico piravica
(TGP), se determind espectrofotométricamente en suero, midiendo la disminucién

de la absorbancia a 340 nm a 30° C, producida por la oxidacién del NADH a NAD* en
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la reaccion acoplada de reduccion del piruvato a lactato, catalizada por lactato

deshidrogenasa (Murray 1984), segun el Esquema 3.

AST
L-alanina + a-cetoglutarato  =————) Glutamato + piruvato

LDH
Piruvato + NADH + H* =) Lactato + NAD*

Esquema 3. La oxidacién del NADH en el medio es directamente proporcional a la
concentracién catalitica de ALT en suero.

7.5.3.3 Bilirrubina total (TBIL) y directa (DBIL)

La bilirrubina total se determind espectrofotométricamente, midiendo la variacion
de la absorbancia a una longitud de onda de 555nm, y a una temperatura de 20° C.
El método se basa en que la bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el
acido sulfanilico diazotado midiéndose fotométricamente. De las dos fracciones
presentes en suero, bilirrubin-glucorénido vy bilirrubina libre ligada a la albumina,
sélo la primera reacciona en medio acuoso (bilirrubina directa) precisando la
segunda la solubilizacion con dimetilsulféxido (DMSO) para que reaccione
(bilirrubina indirecta). En la determinacion de la bilirrubina indirecta se determina

también la directa, correspondiendo el resultado a la bilirrubina total. La intensidad
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del color formado es proporcional a la concentracidn de bilirrubina presente en la
muestra (Kaplan et al 1984) (Malloy et al, 1937).

Cabe mencionar que los Residuos peligrosos bioldgicos infecciosos (RPBI) se
manejaron de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, referente a las

especificaciones y manejo de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

7.6  Analisis estadistico

De los valores obtenidos se obtuvo la media t la desviacion estandar (SD) en
ensayos realizados por cuadruplicado en cuatro animales diferentes para cada
condicién de un numero variable de experimentos que se especifican en cada caso.
Las comparaciones frente a los respectivos controles se efectuaron mediante el
analisis de la t de Student y el nivel de significacién estadistica se defini6 como

p<0,05.
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VII. RESULTADOS

7.7  Aislamiento de los compuestos de Geranium shiedeanum

Un kilogramo de la parte aérea de Geranium shiedeanum fueron secados a la
sombra, molidos y posteriormente se realizd la extraccién mediante maceracion en
20 L de acetona-agua 7:3, durante siete dias. Se filtraron y concentraron a presién

reducida, hasta la obtencion del extracto crudo (100 g) con un rendimiento de 10%.

Luego, dos y medio gramos del extracto se sometieron a cromatografia de exclusion
molecular usando como soporte sephadex LH-20. La separacién subsecuente del
extracto acetona-agua (7:3) de las partes aéreas de G. shiedeanum condujo a la
obtencién de 11 fracciones etiquetadas de la “A-K” de 300ml como se muestra en el
Esquema 4, iniciando con H;0 “A”, H,0-MeOH “B” (9:1), H,0-MeOH “C”, (8:2) H,0-
MeOH “D” (7:3), H,0-MeOH “E” (6:4), H,0-MeOH “F” (5:5), H,0-MeOH “G” (4:6),

H20-MeOH “H” (3:7), H20-MeOH “I” (2:8), H20-MeOH “J” (1:9), MeOH “K”.
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2.5g Fraccion acuosa

25 g Sephadex LH-20
Fracciones de 300 ml

H,0- H,0- H,0- H,0- H>0- H,0- H,0- H,0- H,0- H,0- H,0-
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
100:0 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 40:50 30:70 20:80 10:90 0:100

Esquema 4. Acido gélico I, 3-O-a-L-arabinofuranésido-7-0-B-D-ramndsido de Kaemferol I,
acetonil geraniina lll y acido elagico IV.

El posterior fraccionamiento de la fraccién “B” usando cromatografia en columna de
gel de silice y mezclas de disolventes CHCl3-AcOEt condujo al aislamiento de acido
galico (1), el cual se muestra su estructura quimica en la Figura 7 y el espectro de
RMN en Anexos 1 y 2, las fracciones “C” y “D” fueron mezcladas y el residuo
sometido a cromatografia en columna de gel de silice usando mezclas de CHCls-
MeOH-H,0 obteniendo como compuesto mayoritario 3-O-a-L-arabinofuranésido-7-
O-B-D-ramnésido de Kaemferol (ll), el cual se muestra su estructura quimica en la
Figura 8 y sus espectros en anexos 3, 4 y 5. Las fracciones “F-I” fueron mezcladas en
base a su perfil en CCF, se tomd una parte para separar mediante cromatografia en
columna de gel de silice C-18 obteniendo el compuesto acetonil geraniina (lll),
observado en la Figura 9, finalmente la fraccion “K” formo un precipitado café
oscuro el cual fue recristalizado en piridina formado un precipitado en forma de

agujas de color amarillo identificadas como acido elagico (IV), su estructura se
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puede observar en la Figura 10. Como compuestos mayoritarios, debe resaltarse
que lll es el compuesto de mayor abundancia (54 %) en el extracto crudo y que el

compuesto Il es la primera vez que se reporta en el género.

:“ 3!!
5" OH
“OH

Figura 7. Compuesto I. Figura 8. Compuesto Il.

Figura 9. Compuesto Il Figura 10. Compuesto IV
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7.8 Ensayo de toxicidad aguda DL 5o

Resultados

Para la estimacion de la dosis letal media (DLso) del extracto de Geranium

shiedeanum (Tabla 7), fueron seleccionadas las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg en la

primera fase del ensayo (Fase I).

Extracto G. | Dosis (mg/Kg) intragastrica.

shiedeanum
Fase | 10 100 1000
Muertes 0/3 0/3 0/3
Fasell 1600 2900 5000
Muertes 0/3 0/3 0/3
DL 50 > 5000

Tabla 5. Estimacidn de la DL so para el extracto de Geranium shiedeanum de acuerdo al

método de Lorke.

De acuerdo a los resultados obtenidos 14 dias después de la administracion

intragastrica de las dosis mencionadas anteriormente, se determiné el esquema de

dosis de la segunda fase (Fase 1), del ensayo (1600, 2900 y 5000 mg/kg) (Tabla 7).

Debido a que ninguna rata murid, ni se observaron cambios patoldgicos a nivel

macroscopico en ninguno de los animales a ninguna de las dosis administradas de

Geranium shiedeanum, por lo que la DLso estimada para el extracto es >5000 mg/Kg.

49




Resultados

7.9 Evaluacion Hepatoprotectora

El xenobidtico tioacetamida es conocido por producir un marcado dafio hepatico en
los animales expuestos. Esto esta evidenciado por los cambios enzimaticos, los
cuales incluyen la elevacion en los niveles séricos de aspartato aminotrasferasa,
alanina aminotraferasa. El extracto de Geranium shiedeanum, mostré una muy
buena actividad hepatoprotectora contra el dafio inducido por la tioacetamida en
ratas.

La actividad hepatoprotectora del extracto de G. shiedeanum se evalué en ratas de
dos meses de edad (200 g) de la cepa Wistar. Se reservaron ratas control para
blanco, extracto de G. shiedeanum (EGs) y tioacetamida (TA). A las restantes se les
administré el extracto a una dosis ponderal de 100 mg/kg cada 24 h por via
intragdstrica durante tres dias. En el tercer dia se administrd una dosis subletal de
TA de 100mg/ml por via intraperitoneal. Se obtuvieron las muestras de sangre a
diferentes intervalos de tiempo (0, 24, 48, 72 y 96h) mediante la apertura de la
region abdominal por puncion de la vena porta, dichas muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min a 4 °Cy asi se obtuvieron los sueros. Los
resultados, expresados en U/L de suero, fueron la media + SD de los valores
obtenidos por duplicado en suero de 4 animales diferentes para cada condicion. Las
diferencias frente a los respectivos controles estdn representadas como (a) y las
diferencias debidas al extracto como (b) p<0.05.

7.9.1 Determinacion sérica de Aspartato aminotrasferasa
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La cuantificacion de la enzima aspartato aminotransferasa la realizamos en el suero
de las ratas pretratadas o no con el EGs (100 mg/Kg), obtenido a direrentes tiempos
después de la administracién de la tioacetamida (6.6mmol/Kg), y de sus respectivos
controles. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena porta a
partir de las ratas anestesiadas con pentobarbital sddico, a las 0, 24, 48, 72 y 96
horas de la administraciéon con TA y se procesaron como se explica con detalle en el

apartado de 6.5.3 de Metodologia.

El incremento maximo observado en los valores séricos de la enzima aspartato
aminotransferasa (AST) fue a las 24 h (Grafica 1) para el grupo tratado solo con la
TA. Alcanzando un valor 6 veces superior al valor basal (control). Cuando las ratas
fueron pretratadas con el EGs, los valores séricos de AST sdlo aumentaron 2 veces
mas con respecto al control. Es decir, se observd una disminucidn para esta enzima
marcadora de dafo hepdatico del 65% a las 24 horas y del 48% a las 48 horas, lo que
nos indica que la administraciéon del EGs aminoré el daio inducido por la TA.

Cabe mencionar que no hubo diferencia significativa en la actividad de la AST en
los sueros de los animales tratados sdlo con el EGs, estos datos no se muestran en la

grafica.
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Aspartato Aminotransferasa
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Grafica 1. Efecto del pretratamiento con EGs (100mg/Kg de peso) sobre la actividad de la
AST en suero de ratas intoxicadas con una dosis subletal de TA (100mg/ml). Las muestras
fueron obtenidas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de la administracién de TA. Los resultados,
expresados en U/L, fueron la media = SD de los valores obtenidos por duplicado en suero de
cuatro animales diferentes para cada condicidn. Las diferencias frente a los respectivos
controles estan representadas como (a) y las diferencias debidas al extracto como (b)
p<0.05.
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7.9.2 Determinacion sérica de Alanina aminotrasferasa
La cuantificacidn de la enzima alanina aminotransferasa se realizé en el suero de las
ratas pretratadas y no con el EGs (100 mg/Kg), obtenido a direrentes tiempos
después de la administracion de la TA (6.6mmol/Kg), y de sus respectivos controles.
Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena porta a partir de las
ratas anestesiadas con pentobarbital sédico, a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de la
administracion con TA y se procesaron como se explica con detalle en el apartado de

6.5.3 de Metodologia.

El mayor incremento de los valores séricos de la enzima alanina aminotransferasa
(ALT) se observo a las 24 h (Grafica 2), después de la administracién de la TA. La
intensidad de la necrosis inducida por TA es directamente proporcional al
incremento de esta enzima en suero, la cual alcanzd valores cinco veces superiores

con respecto a los valores basales (control).

Cuando las ratas fueron pretratadas con el EGs, los valores séricos de esta enzima
sélo aumentaron 3.7 veces con respecto al control. Es decir, se obtuvo una actividad
hepatoprotectora del 27% a las 24 horas. Sin embargo a las 48 horas de
administrada la TA, se obtuvo una actividad hepatoprotectora del 46%. Incluso a las

72 horas de administrada la TA, se observé actividad hepatoprotectora del 49%. Y a
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las 96 horas de administrada la TA Lo que nos indica que la administracion del EGs

retrasd y aminord el daifo inducido por la TA.

Alanina Aminotransferasa
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Grafica 2. Efecto del pretratamiento con EGs (100mg/Kg de peso) sobre la actividad de la
ALT en suero de ratas intoxicadas con una dosis subletal de TA (100mg/ml). Las muestras
fueron obtenidas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de la administracién de TA. Los resultados,
expresados en U/L, fueron la media * SD de los valores obtenidos por duplicado en suero de
cuatro animales diferentes para cada condicidn. Las diferencias frente a los respectivos
controles estan representadas como (a) y las diferencias debidas al extracto como (b)
p<0.05.

7.9.3 Determinacion sérica de Bilirrubina total
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Otro parametro relacionado con el metabolismo hepatico y sus alteraciones,
considerado de importancia a nivel clinico para el diagndstico de enfermedades
hepaticas, es la bilirrubina. La hiperbilirrubinemia se asocia al dafio hepatico y estd
producida por un deterioro de la excrecidn de los pigmentos conjugados, lo que
aumenta su reflujo hacia el suero. Los niveles para la TBIL (Grafica 3) alcanzaron su
nivel mdximo a las 48 horas en suero de ratas tratadas Unicamente con
tioacetamida; sin embargo, en las ratas pretratadas con el EGs este aumento no fue
tan considerable y el nivel maximo para esta condicién, se alcanzd a las 72 horas.

El mayor incremento de los valores séricos de TBIL se observé a las 48 h, alcanzando
valores veinticuatro veces superiores con respecto a los valores basales (control).

Cuando las ratas fueron pretratadas con el EGs, los valores séricos de TBIL sdlo
aumentaron 6.8 veces con respecto al control. Es decir, se obtuvo una actividad
hepatoprotectora del 72% a las 48 horas. A las 72 horas de administrada la TA, se
obtuvo una actividad hepatoprotectora del 20%. Sin embargo a las 96 horas de
administrada la TA, se obtuvo una actividad hepatoprotectora del 56%. Lo que nos

indica que la administracién del EGs proporciond hepatoproteccion.
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Grafica 3. Efecto del pretratamiento con EGs (100mg/Kg de peso) sobre la cuantificaciéon de
la Bilirrubina total (TBIL) en suero de ratas intoxicadas con una dosis subletal de TA
(100mg/ml). Las muestras fueron obtenidas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de la administracién de
TA. Los resultados, expresados en mg/dL, fueron la media + SD de los valores obtenidos por
duplicado en suero de cuatro animales diferentes para cada condicién. Las diferencias
frente a los respectivos controles estan representadas como (a) y las diferencias debidas al
extracto como (b) p<0.05.
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7.9.4 Determinacion sérica de Bilirrubina directa

Al cuantificar la Bilirrubina directa (DBIL), se observé el mayor incremento de los
valores séricos a las 48 h, alcanzando valores 8.9 veces superiores con respecto a los
valores basales (control).

Cuando las ratas fueron pretratadas con el EGs, los valores séricos de DBIL sélo
aumentaron 4.6 veces con respecto al control. Es decir, se obtuvo una actividad
hepatoprotectora del 48% a las 48 horas. A las 72 horas de administrada la TA, se
obtuvo una actividad hepatoprotectora del 30%. Sin embargo a las 96 horas de
administrada la TA, se obtuvo una actividad hepatoprotectora del 59%. Lo que nos
indica que la administracién del EGs proporciondé la actividad de proteccién

hepatica.
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Grafica 4. Efecto del pretratamiento con EGs (100mg/Kg de peso) sobre la cuantificaciénde
la Bilirrubina directa (DBIL) en suero de ratas intoxicadas con una dosis subletal de TA
(100mg/ml). Las muestras fueron obtenidas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de la administracidn de
TA. Los resultados, expresados en mg/dL, fueron la media + SD de los valores obtenidos por
duplicado en suero de cuatro animales diferentes para cada condicion. Las diferencias
frente a los respectivos controles estan representadas como (a) y las diferencias debidas al
extracto como (b) p<0.05.

Cabe mencionar que los Residuos peligrosos bioldgicos infecciosos (RPBI) se manejaron de

acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, referente a las especificaciones y manejo de los
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
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VIIl.  DISCUSION DE RESULTADOS

La tioacetamida es un potente hepatotdxico que fue originalmente utilizado como
fungicida (Child, 1946), sin embargo, en poco tiempo fue reconocido como un
potente hepatotdxico cuya administracidn originaba una necrosis hepatocelular en
la regidn perivenosa del acino. (Fitzhugh y Nelson, 1948).

La necrosis hepdatica ocasionada por agentes quimicos hepatotdxicos se ha

relacionado con una serie de eventos, entre los que cabe destacar:

(1) formacion de especies quimicas reactivas derivadas de la biotransformacién del
téxico en el interior de la célula hepdtica, en nuestro caso la tioacetamida S-6xido y

sus derivados,

(2) alteraciones en el estado redox celular, en los niveles del glutation, en las
lipoproteinas membranales y en la concentracion de calcio intracelular (Diez-

Fernandez et al, 1996), y

(3) proliferacién  hepatocelular postnecrética o regeneraciéon hepatica

compensatoria (Sanz et al, 1995).

Estas alteraciones se desencadenan por la gran reactividad de estos metabolitos, y
por la generacion incrementada de especies reactivas de oxigeno que se derivan

como subproductos en los procesos de oxidacién a partir de los macréfagos y
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neutrdfilos circulantes como productos del estallido respiratorio catalizado por la
NADPH oxidasa. Por otra parte, se sabe que el metabolismo de la TA se debe al
CYP450, el cual la oxida formando el S-6xido, compuesto responsable de
incrementar la concentracion intracelular de Ca *2, inhibir la actividad mitocondrial y

producir la muerte celular.

La destruccién selectiva de los hepatocitos centrilobulares producida por una dosis
subletal de tioacetamida y el estado proliferativo de las células hepaticas en la
regeneracion que se desencadena inmediatamente a la necrosis, se ha utilizado
como un modelo para estudiar la respuesta hepdtica frente a la agresion de un
agente toxico en su doble aspecto: (a) destruccién celular y (b) regeneracion
hepatocelular postnecrética. El modelo estudiado consta de dos grupos: ratas
tratadas con una Unica dosis de tioacetamida como agente tdxico y ratas

pretratadas con EGs y tratadas también con una Unica dosis de tioacetamida.

El analisis quimico de las plantas pertenecientes al género Geranium ha demostrado
la existencia de algunas cantidades importantes de taninos hidrolizables,
compuestos fendlicos y flavonoides (Neagu et al. 2010). Estos ultimos, son los
componentes principales entre los compuestos bioldgicos activos de las especies de
geranio, ya que tienen un papel importante en las actividades hepatoprotectoras,
antitrombéticas, antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, antiproliferativas, vy
anticancerigenas (Neagu et al. 2010). Y es también, este contenido de flavonoides, lo

que les confiere al género Geranium su actividad antioxidante (Gayosso et al., 2009).
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El dafio en las células hepaticas debido al estrés oxidativo (incremento de ROS),
causa la elevacién de las enzimas séricas en enfermedades hepaticas asociadas con
necrosis: mononucleosis infecciosa, cirrosis, colestasis, carcinoma metastasico del
higado, asi como después de la administracion de algunos medicamentos (Tietz,
1991) (Friedman y Young, 1997).

La administracion aguda de la tioacetamida induce cambios importantes en las
concentraciones séricas de AST, ALT y TBIL. El aumento significativo de Ia
concentracion sérica de éstos, es considerado indicador de dafio hepatico, en el
presente estudio el incremento de esta concentracion inducida por la
administracion de TA, fue reducido de manera significativa debido al pretratamiento
con el EGs, lo que sugiere la conservacion de la membrana celular en los
hepatocitos. Nuestros resultados muestran que ambas, tanto la cuantificacidon de
transaminasas como la de TBIL en suero, aumentan en las ratas administradas con
TA, con respecto a los controles a diferentes intervalos de tiempo. El pretratamiento
con EGs, sin embargo reduce de manera significativa estas concentraciones.

Existen muchos trabajos que mencionan que los compuestos polifendlicos presentes
en el género estudiado proveen proteccidon hepatica. Sin embargo, el mecanismo
por el cual el EGs protege al higado aun es desconocido, aunque tomando en cuanta
la similitud con otros metabolitos debiera estar directamente relacionado con la

composicién quimica del mismo.
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IX. CONCLUSIONES
El estudio fitoquimico de Geranium shiedeanum condujo al aislamiento de: taninos
hidrolizables (I, Il 'y IV) y en menor proporcién un flavonoide glicosidado de
Kaemferol (ll). Cabe destacar que es la primera vez que se describe el compuesto Il
en el género y ademas que el rendimiento del compuesto Ill en el extracto crudo fue

del 54 %.

Este trabajo muestra que el pretratamiento con el extracto crudo de G. shiedeanum
en el modelo de hepatotoxicidad inducido por tioacetamida en rata, normaliza
varios parametros bioquimicos utilizados para evaluar el dafio hepatico, es decir,

disminuyd y retrasé la lesidon hepdtica en un 66 % a las 24 h.

Estos resultados demuestran que la administracion de EGs previa a la intoxicaciéon

con tioacetamida provee proteccién hepatica.

Hasta el momento no se tiene reportes de estudios de la actividad hepatoprotectora
de Geranium shideanum, por lo que la presente investigacion contribuye al

conocimiento fitofarmacoldgico.
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