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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa causada por
bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis, es una de las 10
principales causas de muerte alrededor del mundo, siendo la principal causa
de muerte por un solo agente infeccioso. El dafio hepatico inducido por
farmacos antituberculosos es uno de los mayores problemas en la practica
médica, pues los farmacos basicos y de primera linea para el tratamiento la TB
causan hepatotoxicidad, lo que provoca el abandono del tratamiento,
favoreciendo la formacion de cepas resistentes. Actualmente se estan
investigando compuestos naturales con efecto hepatoprotector entre los que se
encuentran triterpenos como el acido oleandlico (AO) y el acido ursdlico (AU),
que se les atribuye, ademas de los efectos hepatoprotectores, propiedades
anti-inflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas. Se evaluo el efecto hepato
y nefroprotector de la mezcla de dichos triterpenos obtenidos a partir del
extracto metandlico de Rosmarinus oficinalis, que se administré via i.g. a dosis
de 50 mg/kg en ratones BALB/c machos con dafio inducido con la mezcla de
farmacos anti-TB (RIF:INH:PZA) a dosis elevadas (150:75:150 mg/kg), durante
50 y 91 dias, ademas de la evaluacion de la dosis alta de silimarina (SM) a 200
mg/kg via i.g. Se observé que la administracion de antiTB tres veces a la
semana, provocaba cambios degenerativos en el tejido hepatico, siendo en
menor intensidad en los animales tratados con antiTB + AU/AO y con antiTB +
SM. La dosis alta de SM demostré no ser toxica. No se observo efecto
nefrotoxico en los animales tratados con antiTB. Se sugiere la realizacién del
ensayo con la administracion diaria de los farmacos para observar mejores

resultados.

VI



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious-contagious disease caused by bacteria from
the Mycobacterium tuberculosis complex, it is one of the 10 main causes of death
around the world, being the main cause of death due to a single infectious agent.
Liver damage induced by antituberculous drugs is one of the biggest problems in
medical practice, since the basic and first-line drugs for the treatment of TB cause
hepatotoxicity, which causes the abandonment of the treatment, favoring the
formation of resistant strains. Natural compounds with a hepatoprotective effect
are currently being investigated, including triterpenes such as oleanolic acid (OA)
and ursolic acid (UA), which are attributed, in addition to their hepatoprotective
effects, anti-inflammatory, antioxidant and anti-cancer properties. The hepato
and nephroprotective effect of the mixture of said triterpenes obtained from the
methanolic extract of Rosmarinus officinalis, which was administered via i.g. at
doses of 50 mg / kg in male BALB / ¢ mice with damage induced with the anti-TB
drug mixture (RIF:INH:PZA) at high doses (150:75:150 mg/kg), for 50 and 91
days, in addition to the evaluation of the high dose of silymarin (SM) at 200 mg/
kg ig. It was observed that the administration of anti-TB three times a week,
caused degenerative changes in liver tissue, being less intense in animals treated
with anti-TB + UA/ OA and anti-TB + SM. The high dose of SM was shown to be
non-toxic. No nephrotoxic effect was observed in animals treated with anti-TB. It
is suggested to carry out the trial with the daily administration of the drugs to

observe better results.

VI



1. Introduccioén

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa causada por
bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis. Se caracteriza
patolégicamente por la inflamacién y formacién de granulomas en el tejido
pulmonar en casi el 85% de los casos; ademas, de presentarse en otros sitios
como la TB extrapulmonar (Dheda et al., 2016). La TB extrapulmonar se puede
presentar en pleura, linfonodos, cavidad abdominal, tracto genitourinario, piel,
articulaciones, huesos y en meninges. Este tipo de TB es mas comun de lo que
se cree, pues aproximadamente el 25% de los casos son extrapulmonar (Singh
et al., 2018).

La TB es una de las 10 principales causas de muerte alrededor del mundo,
siendo la principal a causa de muerte por un solo agente infeccioso, incluso por
arriba del Virus de Inmunodeficiencia Humana/Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (VIH/SIDA). A nivel mundial cerca de 10 millones de personas
enferman cada afo, de los cuales el 90% son adultos en edad productiva,
afectando principalmente a hombres en una proporcion 2:1 frente a las mujeres.
Ademas, se estima que existen 1.7 billones de personas infectadas y estan en

riesgo de desarrollar la enfermedad (WHO, 2019).

Este proceso infeccioso se puede presentar en ambos sexos y a cualquier edad,
aunque la mayor carga se observa en hombres adultos, con el 57% de los casos
reportados, respecto al 32% en mujeres adultas, y el 11% en nifios. A nivel
mundial, el 44% de los casos se reportan en el Sureste de Asia, el 18% en la
regiéon oriental del Pacifico y para América se reporta el 3%. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) reporta que el mayor numero de casos se concentran
en 30 paises, de los cuales la mayoria se encuentra en Africa y Asia, siendo

Brasil el unico pais de América en esta lista (WHO, 2019).

La TB resistente a farmacos (TB-FR) es un grave problema de salud en muchos
paises, y suele clasificarse en tres categorias: la TB multifarmaco resistente (TB-

MFR), con resistencia a isoniazida (INH) y a rifampicina (RIF), dos de los



principales farmacos requeridos para el tratamiento de la TB; también se
encuentra la TB resistente a RIF (TB-RR), y la TB con farmacorresistencia
extendida (TB-XFR). Este ultimo, se caracteriza por la resistencia al menos a
una fluoroquinolona y a un farmaco inyectable de los empleados en el
tratamiento de la TB-MFR. Mundialmente, se ha reportado que al menos medio
millébn de casos nuevos de TB son RR; de los cuales, el 78% de ellos se tratd
como TB-MFR. Entre los paises con mayor numero de casos TB-MFR se
encuentran India (27%), China (14%) y Rusia (9%) (WHO, 2019).

La aparicion de cepas resistentes ha dado pauta a la existencia de TB
practicamente incurable, mejor conocida como TB totalmente farmaco-resistente
(TB-TFR), y se refiere a cepas de M. tuberculosis provenientes de aislados
clinicos que muestran resistencia a todos los farmacos disponibles en las
pruebas de farmacosensibilidad in vitro. Sin embargo, se ha sugerido el uso del
término TB-XFR para definir a estas cepas, ya que no han sido probadas contra
los farmacos de nueva generacion (Ahmed et al.,, 2016; Dheda et al., 2017,
Parida et al., 2015; Velayati et al., 2018). Los primeros dos casos fueron
observados en dos pacientes en ltalia en el 2003; y actualmente se han
reportado alrededor de 30 casos en lIran, India y Sudafrica (Khajotia, 2018;
Parida et al., 2015).

En México, durante el 2020, se reportaron 31,724 casos de TB, de los cuales,
17,197 fueron hombres y 14,527 mujeres. Entre los estados con mayor niumero
de casos reportados se encuentran Guerrero, Estado de México y Veracruz
(Secretaria de Salud, 2020). En lo que va del 2021, hasta la semana 5, se han
reportado 916 casos, donde 592 se tratan de hombres y 324 mujeres; siendo
Veracruz, Chiapas y Nuevo Ledn, los estados con mayor incidencia (Secretaria
de Salud, 2021).

La TB pulmonar frecuentemente se desarrolla de manera lenta. Los pacientes
con TB sensible suelen ser asintomaticas o presentar escasos sintomas, entre
ellos, tos y fiebre. En caso de la TB ocasionada por la reactivacion de la infeccion;
ademas de los sintomas anteriores, también se observa pérdida de peso. En
ambos casos, si la enfermedad avanza, se presenta hemoptisis asociada a la

necrosis caseosa de los pulmones (Lyon y Rossman, 2017).



M. tuberculosis es un bacilo aerobio quimiorganotrofo, de lento crecimiento, no
presenta motilidad, no forma esporas. Se puede visualizar con la tincion para
bacterias acido-alcohol resistentes (conocida como Ziehl-Neelsen). Esta bacteria
pertenece al grupo de micobacterias patdogenas que causan TB en mamiferos,
entre las cuales también se encuentra M. bovis. Un pequeio porcentaje de
personas que se exponen al microorganismo desarrolla la enfermedad, en la
mayoria de estos casos queda como infeccion latente; donde la bacteria puede
persistir durante décadas en estado metabdlicamente inactivo. Una de las
caracteristicas principales de las micobacterias es su pared celular, que presenta
una estructura compleja. En la pared se encuentran glucolipidos como mandsido
de fosfatidil inositol y lipoarabinomanano (LAM); también presenta una capa de
peptidoglucano, al cual estan unidos arabinogalactanos y es rica en acidos
micolicos. Estas caracteristicas de la pared celular confiere importantes
caracteristicas a la bacteria, como una relativa impermeabilidad a antibiéticos y

la presencia de moléculas inmunomoduladoras (Gordon y Parish, 2018).

La TB se transmite por gotas de saliva dispersada mediante la tos. A grandes
rasgos, después de la inhalacion de las micobacterias, éstas llegan a infectar a
los epitelios alveolares, y después infectan células fagociticas, siendo los
macrofagos alveolares (MAs) los mas afectados. Sin embargo, los MAs siguen
siendo uno de los principales mecanismos de defensa de la respuesta inmune
innata. La interaccion de los MAs y las micobacterias genera el desarrollo de
complejas reacciones en las que se reclutan mas macréfagos en el sitio de la
infeccién; ademas, de otras células inmunes, como linfocitos T y B, y esta
acumulacion celular induce la formacién de granulomas (Dheda et al., 2016;
Mayer-Barber y Barber, 2015; Scordo et al., 2016). Un granuloma contiene
macrofagos centrales infectados que estan rodeados de macréfagos epitelioides,
células espumosas y células gigantes multinucleadas, con linfocitos periféricos y
una capsula de tejido fibroso; estos granulomas permiten la contencién de la
infeccién (Sakamoto, 2012). Sin embargo, se ha observado que los MAs juegan
dos papeles importantes en la infeccion con M. tuberculosis. Son quienes ayudan
a controlar el desarrollo de la infeccion, pero también son el primer sitio de
establecimiento de la bacteria (Mayer-Barber y Barber, 2015). Para el

reconocimiento de la micobacteria por parte de las células inmunes, son



necesarios los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs); sin
embargo, éstos son comunmente recubiertos por dimicocerosato de ptiocerol
(phthiocerol dimycocerosate, -PDIM-), glucolipido fendlico, uno de los principales
lipidos y factores de virulencia presentes en la pared de M. tuberculosis, 10 que
hace mas dificil su procesamiento para las células presentadoras de antigeno;
ademas, de promover la entrada de las micobacterias al interior de los MAs a
través de la fagocitosis, favoreciendo la infeccion de estas células (Augenstreich
et al., 2019; Bailo et al., 2015; Pinto et al., 2016; Tang et al., 2016).

1.2 Tratamiento contra TB

La OMS recomienda el tratamiento de eleccion para la TB susceptible que
consiste en un régimen de dos fases; la primera es un tratamiento de dos meses
con la mezcla de INH, RIF, pirazinamida (PZA) y etambutol (Etb) o
estreptomicina (Est), administrado diariamente en tabletas orales con dosis fijas
de acuerdo con el peso corporal del individuo. La segunda fase consiste en
administrar INH y RIF durante 4 meses. En casos de TB susceptible, no se
recomienda el uso de fluoroquinolonas, ya que se puede inducir resistencia, esto
afecta el tratamiento de la TB-MFR (WHO, 2017).

En caso de la TB susceptible a RIF pero resistente a INH, el tratamiento consiste
en la mezcla de RIF, Etb, PZA y levofloxacina durante 6 meses; sin embargo, no
se recomienda la administracion de estreptomicina (Est) u otros agentes

inyectables.

Para en tratamiento de pacientes con TB-RR y TB-MFR, se cuentan con tres

grupos de farmacos antiTB:

-Grupo A: Fluoroquinolonas (levofloxacina, moxifloxacina), bedaquilina y

linezolida.
-Grupo B: Clofazimina, cicloserina, terizidona.

-Grupo C: Etb, delamanida, PZA, imipenem, cilastatina, meropenem, amikacina,

etionamida, protionamida y acido p-aminosalicélico.



El tratamiento se base en la administracion de tres farmacos del grupo A,
empleando al menos una fluoroquinolona, y al menos un farmaco del grupo B,
para tener un esquema de cuatro agentes antiTB al inicio del tratamiento. La

duracion sugerida del régimen es de 18 a 20 meses.

En el caso del tratamiento para la TB-XFR, el régimen a seguir se establece de
manera similar al de TB-MFR con duraciéon de 18 a 24 meses, realizando
pruebas de susceptibilidad a los farmacos de primera linea (INH, PZA, RIF y Etb)
para agregar al menos uno de ellos. La linezolida es critico, y mas cuando se
tratan de cepas resistentes a las fluoroquinolonas. La clofazimina y los farmacos
carbapenemas o carbapenémicos (meropenem, imipenem, ertapenem, y
faropenem) también han demostrado efectividad en cepas de TB-XFR (Seaworth
y Griffith, 2017).

1.2.1 INH

Este farmaco inhibe la sintesis del acido micdlico (componente principal de la
pared celular micobacteriana), crucial en la sobrevivencia de las micobacterias.
La concentracion plasmatica maxima se alcanza de 1 a 3 horas post-
administracién (Erwin et al., 2019; Metushi et al., 2016; Sarkar y Ganguly, 2016;
Wang et al., 2016). El metabolismo de la INH se describe en la Figura 1.
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Figura 1. Metabolismo de la INH.

Un punto a considerar en el metabolismo y eliminacién de la INH, es la influencia

del genotipo acetilador de NAT2 de cada individuo, el cual puede ser de dos



tipos, lento y rapido; algunos autores mencionan a los acetiladores intermedios,
sin embargo, son considerados funcionalmente similares a los acetiladores
rapidos. A su vez, los acetiladores lentos, pueden subcategorizarse en lentos y
muy lentos. Se ha observado que los acetiladores lentos estan asociados con el
dafio hepatico inducido por farmacos antiTB, siendo los acetiladores muy lentos
los que presentan el mayor riesgo. NAT2 esta presente en menor cantidad en
los acetiladores lentos, haciendo que la eliminacidén de INH sea mas prolongada,
provocando una concentracion seroldgica mas elevada de INH en este tipo de
acetiladores (Collins et al., 2020; Mukherjee et al., 2019; Perwitasari et al., 2016;
Suvichapanich et al., 2018).

1.2.2 RIF

Este farmaco inhibe la sintesis de proteinas en bacterias Gram positivas,
interfiriendo en la transcripcion de RNA. Se absorbe bien por via oral y es
metabolizada en el higado por enzimas microsomales, principalmente. La
hepatotoxicidad asociada a RIF ocurre mayormente durante la administracion
simultdnea con INH, pues la RIF induce la hidrélisis de INH, formando la
hidracina hepatotéxica. Ademas, estimula enzimas en el citocromo P450, que
son las encargadas del metabolismo de gran cantidad de farmacos (Evan Prince
et al., 2016; Sarkar y Ganguly, 2016).

1.2.3 PZA

La PZA inhibe la sintesis de acidos grasos de los bacilos; se absorbe bien al
administrarse via oral y es principalmente metabolizado en higado. La PZA se
convierte en acido pirazinoico (PA) por accion de deaminasa microsomal y
xantina oxidasa (XO); el PA es transformado en 5-acido hidroxipirazinoico (5-
OH-PA) por accién de XO. La XO también puede actuar directamente sobre PZA
formando 5-acido hidroxiPZA (5-OH-PZA). Parte del PA es conjugado con glicina
formando acido pirazinurico (PU). Es dificil de determinar el mecanismo exacto

por el cual la PZA causa hepatotoxicidad (Chakraborty y Rhee, 2015; Sarkar y



Ganguly, 2016; Zhao et al., 2017). A pesar de que el mecanismo metabdlico por
el cual podria causar hepatotoxicidad no es claro; Zhao y colaboradores (2017)
demostraron en ratas Wistar tratadas solo con PZA durante 28 dias via oral a
dosis de 1y 2 g/kg mostraron un incremento en los niveles séricos de alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) indicando dafio en
higado, y en el caso del grupo de la dosis mas alta, en cortes histolégicos de

higado, presentaron infiltrado inflamatorio.

1.2.4 Hepatotoxicidad causada por el tratamiento antiTB

El dafo hepatico inducido por farmacos es uno de los mayores problemas en la
practica médica, en Estados Unidos (EU) es una de las principales causas para
realizar trasplantes de higado (Chen et al., 2015; Kotsampasakou et al., 2017) o
bien son causa para retirar farmacos de mercado (Yu et al., 2017). Varios
farmacos de usos actual son hepatotdxicos, siendo los mas comunes los anti-
inflamatorios no esteroidales y los antibidticos, incluyendo a los farmacos
antituberculosos -antiTB- (Yu et al., 2017). Esta bien demostrado que RIF, INH y
PZA, son farmacos basicos y de primera linea para el tratamiento la TB pero
causan hepatotoxicidad. Siendo ésta la reaccion adversa la mas severa y es la
causa por la que hay abandono de tratamiento, estos factores favorecen la
aparicion de cepas FR (Bjornsson, 2016; Jiménez-Arellanes et al., 2016;
Nagarajan y Whitaker, 2018).

Nagarajan y Whitaker (2018) reportaron que cerca del 48% de las personas que
suspenden el tratamiento contra la TB se debe a la hepatotoxicidad. Los casos
TB-MFR son tratados con la mezcla de al menos ocho farmacos de primera y
segunda linea (fluoroquinolonas, amikacina, capreomicina, etc.) por periodos de
hasta 30 meses, por lo que el dafo hepatico se incrementa en mas del 69% de

pacientes.

Un estudio realizado en Indonesia en 41 nifos de 1 a 15 afos con TB y tratados
con los farmacos de primera linea; describen que se observé dafio hepatico
desde el dia 14 y el tratamiento fue suspendido en 6 pacientes de 11 por esta

causa (Gafar et al., 2019). Otro estudio realizado en Marruecos, en 142 pacientes



mayores a 15 afios con TB pulmonar y extrapulmonar, tratados con la mezcla de
INH, RIF y PZA se encontrd que el 24.6% desarrollo hepatotoxicidad (Bouazzi et
al., 2016). Por otra parte, en un estudio realizado en Reino Unido, reportan que,
de 1529 pacientes con TB observados de abril del 2010 a mayo del 2014, se
encontré una prevalencia del 6.9% de dafio hepatico asociado al tratamiento,

aunque este porcentaje fue entre el 2 al 30% (Abbara et al., 2017).

RIF, INH y PZA son los farmacos basicos y a la fecha no pueden ser sustituidos;
dado esta problematica, en la actualidad se estan realizando investigaciones
encaminadas a reducir los efectos colaterales del tratamiento empleando
extractos herbales y/o compuestos de origen natural como la silimarina (SM),
resveratrol, vitaminas E y C, polifenoles, ajo, entre otros (Bailon-Martinez y

Jiménez-Arellanes, 2018; Jiménez-Arellanes et al., 2016).

1.2.5 Nefrotoxicidad causada por el tratamiento con antiTB

Diversas sustancias de usos terapéuticos también tienen la capacidad de causar
efectos adversos en la funcion renal como resultados de toxicidad o perfusiéon
renal comprometida, esto incluye necrosis tubular, dafo glomerular y
tubulointersticial, dafio mediado hemodinamicamente y nefropatia obstructiva.
Entre los principales farmacos causantes de nefrotoxicidad estan los antibiodticos

y los anti-inflamatorios no esteroidales (Bicalho et al., 2015).

En un estudio retrospectivo hecho entre 1995 y 2007, 41 pacientes que fueron
diagnosticados con nefritis intersticial, todos ellos habian recibido tratamiento
antiTB con RIF, lo que sugiere que esta asociado a la habilidad de la RIF de
producir una elevada respuesta inmune asociada a dafo celular (Beebe et al.,
2015).

Otro estudio realizado en Taiwan durante 2006 y 2010, donde se estudiaron
1,394 pacientes >18 anos, diagnosticados con TB y que recibieron tratamiento
con los farmacos antiTB de primera linea, se encontré que desarrollaron dafo
renal agudo con incremento significativo en los niveles de creatinina sérica, y en

algunos casos, hematuria persistente y proteinuria (Chang et al., 2014).



Por otra parte, otro trabajo realizado en ratas Wistar macho tratadas con INH:RIF
a una dosis de 50:50 mg/kg via oral durante 45 dias, reportan un incremento en
los niveles séricos de creatinina, urea y acido urico; y en el analisis
histopatoldgico se observo atrofia glomerular e infiltrado inflamatorio celular en

el rifdn (Hussein et al., 2016).

Martin y Sabina (2016) realizaron un estudio en ratas Wistar hembras tratadas
con una la mezcla de INH y RIF (50 mg/kg/via oral/diariamente) durante 28 dias,
donde encontraron un incremento significativo en los niveles séricos de
creatinina, urea y acido urico en comparacion al grupo control (sin tratamiento).
Ademas, el grupo tratado con farmacos antiTB mostraron dafo glomerular y

tubular por analisis histopatolégico, ademas de congestion en los rifiones.

En ratas Wistar hembras, a las cuales se les administré INH:RIF (50:50
mg/kg/dia/28 dias), se encontrd una disminucién del peso corporal, e incremento
en el peso de los rifiones respecto a los controles sanos. Ademas, los niveles
séricos de urea, acido urico y creatinina incrementaron significativamente en el
grupo que recibio INH:RIF; ademas de observarse disminucion en los niveles de
CAT, SOD, glutatiéon reducido y glutation peroxidasa. A nivel histologico del rifidn,
se aprecio que la celularidad de los glomérulos fue menor comparada con los
rifones sanos y un incremento en el tamaro de las células de los tubulos renales
(Prince et al., 2019).

1.3 Sustancias y extractos naturales con efecto hepatoprotector ante el
daino inducido con farmacos antiTB

Dentro de la busqueda de sustancias con efecto hepatoprotector se tienen
algunos reportes de plantas con este efecto. Por ejemplo, se evalu6 el efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcéholico de la raiz de Anacyclus pyrethrum
en ratas Sprague Dawley macho. Se indujo la hepatotoxicidad con INH:RIF a
dosis de 50:50 mg/kg diariamente durante 28 dias por via oral. El extracto a dosis
de 200 y 400 mg/kg se administré conjuntamente con los farmacos antiTB. Se
observé que los animales tratados con el extracto a ambas dosis, presentaron

una disminucion en ALT, AST, fosfatasa alcalina (FA) y HDL respecto al grupo



que solo fue administrado con antiTB. En el analisis histolégico del higado, se
observo arquitectura normal con poco infiltrado linfocitario en el grupo que recibié
el extracto, mientras que el grupo administrado con antiTB presentd necrosis
(Usmani et al., 2016).

El extracto acuoso de Turbinaria ornata también se evalu6 en ratas macho albino
suizos con dano hepatico generado con INH:RIF a 75:75 mg/kg administrado
diariamente por via oral durante 14 dias. Este extracto fue administrado a la dosis
de 10, 25, 50 y 200 mg/kg. Se observé efecto hepatoprotector en los animales
tratados con 200 mg/kg de extracto, disminuyendo los niveles de AST y ALT, y
preservando la estructura del tejido hepatico en comparacion con el higado de
los animales que recibieron solo antiTB, los cuales presentaron fibrosis (Mohan
et al., 2018).

Otro extracto evaluado fue el etandlico de Moringa oleifera, el cual se probd en
ratas Wistar macho, a las que se le indujo hepatotoxicidad con INH:RIF a 50:50
mg/kg durante 28 dias. Conjuntamente fueron tratadas con tres diferentes dosis
de extracto (250, 500 y 1000 mg/kg). Se observé una disminucion de ALT, AST,
FA y bilirrubina directa en los grupos tratados con 250 y 500 mg de extracto; sin
embargo, el grupo tratado con el extracto a 1000 mg/kg mostré efectos similares
al grupo tratado con 500 mg/kg. En el anadlisis histoldgico, se observo que el
grupo tratado con antiTB mostré necrosis e infiltrado inflamatorio en higado,
mientras que los animales tratados con extractos presentaron ligera congestion
(Salama et al., 2018).

En un estudio se evalu6 el extracto metandlico de Maytenus royleanus en
ratones macho BALB/c. Se indujo dafo hepatico con la mezcla de
RIF:INH:PZA:Etb a 13.5:6.75:36.0:24.8 mg/kg diariamente por via intraperitoneal
durante 15 dias. El extracto se co-administré a 200 y 400 mg/kg. En el analisis
histolégico, se observd que los animales que recibieron solamente antiTB,
presentaron esteatosis y congestion de los vasos sanguineos en higado,
mientras que los que recibieron el extracto, mostraron disminucion en las
alteraciones tisulares, siendo la dosis de 400 mg/kg la que mostré mejores
resultados (Shabbir et al., 2020).
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El extracto metandlico de las hojas de Erythrina indica fue evaluado en ratas
macho Sprague Dawley con dafo hepatico inducido con INH:RIF (50:50 mg/kg)
por via oral durante 28 dias. El extracto se administré6 a 100 y 200 mg/kg y
emplearon SM a 100 mg/kg como hepatoprotector de referencia. Al finalizar el
estudio, se observé que los animales con antiTB mostraron un incremento en los
niveles séricos de AST, ALT, FA, mientras que los animales tratados con los
extractos tuvieron los niveles de enzimas similares al control y a los de los
animales tratados con SM, siendo la dosis de 200 mg/kg la que mostré mejores
resultados (Mujahid et al., 2017).

También se evalud en extracto hidroalcohdlico al 50% de Trapa natans en ratas
macho Wistar, a los cuales, se les administré INH:RIF a 50:50 mg/kg via
intraperitoneal durante 15 dias. El extracto se administré a 200 y 400 mg/kg via
oral, y se utilizé6 SM a 100 mg/kg como estandar. Se observé que los niveles de
AST, ALT y FA disminuyeron en los animales tratados con el extracto en
comparacién con los que solo recibieron antiTB, manteniendo valores similares
al del grupo control y al de SM, siendo la dosis de 400 mg/kg la que mostrd
mejores resultados. A nivel histoldgico, se observé que el higado de los animales
administrados solo con antiTB presentd necrosis e infiltrado inflamatorio,
mientras que los que recibieron el extracto a 200 mg/kg mostré disminucién de
estas alteraciones, y los animales que recibieron el extracto a 400 mg/kg no

mostraron alteracion de la arquitectura hepatica (Hussain et al., 2018).

Otro estudio reporta la evaluacion el extracto hidroalcohdlico (30:70) del fruto de
Monotheca buxifolia en ratas macho Sprague Dawley. Se indujo dafio hepatico
con INH:RIF a 50:50 mg/kg por via oral durante 21 dias, y el extracto se
administré a 150 y 300 mg/kg, ademas de utilizarse SM a 100 mg/kg como
control positivo. En los animales tratados solo con antiTB, se observo incremento
de ALT, AST y FA, mientras que el extracto a 150 mg/kg mostré valores similares
a los observados en los animales control y a los tratados con SM; sin embargo,
se observd que a la dosis de 300 mg/kg solo habia una ligera disminucion
respecto a los animales que recibieron solo antiTB. En el analisis histolégico, se
observo esteatosis en higado de los animales tratados solo con antiTB, mientras
que los animales que recibieron el extracto a ambas dosis presentaron cambios

minimos en la estructura hepatica (Ullah et al., 2016).
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También se evaluo el extracto acuoso del fruto de Tamarindus indica en ratas
Wistar de ambos sexos. Se indujo dafo hepatico con INH:RIF a 50:100 mg/kg
administrado por via intraperitoneal en el primer dia de estudio. El extracto se
administré a 250 y 500 mg/kg/via oral durante 14 dias. Ademas, de un grupo
administrado con SM a 25 mg/kg. En este estudio, se observaron mejores
resultados en los animales administrados con el extracto a 500 mg/kg, en los
cuales disminuyeron los niveles de ALT, AST, FA vy bilirrubina total en
comparaciéon con los animales que solamente recibieron antiTB, los resultados

fueron muy similares a los del grupo de control positivo, SM (Amir et al., 2016).

Cabe mencionar que en la literatura existen numerosos trabajos que describen
el efecto hepatoprotector de extractos y compuestos puros ante el dafo
ocasionado por otros agentes hepatotoxicos, como el CCls (Adamu et al., 2020,
Nwidu et al., 2018), paracetamol (Ahmad et al., 2020), etanol (Cho et al., 2016),
acetato de plomo (Wardani et al., 2017) y tioacetamida (Abood et al.; 2020), pero
a la fecha son escasos los trabajos que describen el efecto hepatoprotector de

sustancias contra el dano inducido con farmacos antiTB.

1.4 Efecto hepatoprotector de la silimarina (SM)

SM es el extracto de acetato de etilo obtenido de Sylibum marianum. Esta
compuesta por flavolignanos (silibinina A y B, isosilibinina, silicristina,
isosilicristina y silidianina) y un flavonoide (taxifolina). De esta mezcla de
polifenoles, la silibinina A y B son las que presentan el efecto bioldgico mas
importante y son los mas abundantes. El efecto hepatoprotector de este
compuesto ha sido ampliamente estudiado, tanto en enfermedades infecciosas
como la hepatitis viral (Lozano-Sepulveda et al 2015; Wei et al., 2013), dafio
hepatico por consumo de alcohol (Das y Mukherjee, 2012; Grattagliano et al.,
2013), fibrosis causada por CCls en estudios agudos (Clichico et al., 2015;

Hermenean et al, 2015).

Respecto al efecto protector de SM en casos de hepatotoxicidad causada por
antiTB; a la fecha se tienen algunas investigaciones. En un estudio realizado en

ratas Wistar hembras, a las cuales se les indujo dafio hepatico con INH:RIF
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(50:50 mg/kg) administrado por via oral durante 28 dias. Se observo que los
animales tratados solamente con antiTB presentaron incremento en los valores
de AST, ALT y FA, mientras que los animales que fueron administrados con SM
(25 mg/kg), presentaron valores muy cercanos al de los controles sanos.
Ademas, los animales que recibieron SM mostraron niveles similares a los
controles sanos de SOD y catalasa, mientras que el grupo con antiTB presenté
valores inferiores. Por analisis histoldgico, se observé inflamacion periportal en
el higado de los animales con antiTB, mientras que en el higado de los animales

que recibieron SM no se observo inflamacién (Sabina et al., 2019).

En otro estudio, se evalud el efecto hepatoprotector de la SM en conejos con
dafio hepatico inducido con INH (50 mg/kg) administrado diariamente por via oral
durante 19 dias y la SM se administré a 50 mg/kg. En este caso se observo que
el grupo que recibidé solo antiTB presentd un incremento en los niveles de
bilirrubina sérica y ALT respecto a los animales que recibieron INH mas SM
(Jahan et al., 2015).

En cuanto a las evaluaciones clinicas del efecto hepatoprotector de la SM frente
a farmacos antiTB. Luangchosiri y colegas (2015) realizaron un estudio doble
ciego aleatorizado entre enero y diciembre del 2012, en el Hospital Ramathibodi
de la Facultad de Medicina de Mahidol, en Bangkok, Tailandia. Donde evaluaron
a 55 pacientes con diagndstico de TB y que ya habian iniciado su tratamiento. A
27 de estos pacientes se les administré SM (140 mg, tres veces al dia) y a 28
pacientes se les administré placebo. A la cuarta semana de haber iniciado el
tratamiento, se les cuantifico ALT, AST, FA y gamma-glutamil transferasa (GGT);
donde se observo una disminucion de los valores de estas enzimas en el grupo
tratado con SM respecto al grupo placebo; observando que solo dos pacientes
tratados con SM desarrollaron dafio hepatico, mientras que 9 del grupo placebo
desarrollaron dafio. Por lo que el riesgo de dafio hepatico de los tratados en

conjunto con SM fue del 7.4% contra 32.1% del grupo placebo.

Recientemente se ha descrito que la SM vy la silibinina (Sb) presentaron efectos
antimicobacterianos en ensayos in vitro. La SM mostr6 una concentracién
minima inhibitoria (CMI) = 12.5 uM contra M. tuberculosis H37Rv, una CMI = 50
MM contra M. tuberculosis MFR (CIBIN 99, cepa resistente a Est, INH, RIF, Etb
y PZA), y la Sb también resulto activo con CMI = 50 yM contra H37Rv y CMI =
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12.5 uM contra CIBIN 99. La SM y la Sb mostraron efecto sinérgico in vitro en
combinacion con los antiTB de primera linea (RIF, PZA e INH) contra la cepa
sensible (H37Rv) y también mostraron sinergia al combinarlos con farmacos de
segunda linea (amikacina, moxifloxacina y etionamida) contra la cepa MFR
(CIBIN 99). En ambos ensayos se observo una disminucién significativa de las
UFC en comparacién a los que solo recibieron antiTB. Continuando con los
ensayos in vitro, en macrofagos derivados de monocitos humanos (MDMH)
infectados con las cepas M. tuberculosis H37Rv y CIBIN-99, se observé que la
carga bacilar disminuia en presencia de SM y Sb a dosis de 50 y 100 uM,
mostrando que Sb tuvo mejor efecto contra la cepa H37Rv mientras que SM fue
mas activo contra la cepa MFR. Dada la actividad mostrada en in vitro se realizd
la evaluacion in vivo en el modelo de TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c
infectados con M. tuberculosis H37Rv. En este ensayo encontraron que SM a la
dosis de 5 mg/kg administrado por via intragastrica diariamente durante 30 y 60
dias redujo la carga bacilar en los pulmones después de 1 y 2 meses de
tratamiento. También encontraron que la combinacion SM/farmacos antiTB
redujo la carga bacilar y el porcentaje de neumonia en los animales infectados
(Rodriguez-Flores et al., 2019).

1.5 AU/AO

Debido a la hepatotoxicidad que causan los farmacos antiTB, se estan
investigando compuestos naturales con efecto hepatoprotector entre los que se
encuentran triterpenos como el acido oleandlico (AO, Figura 2), y el acido
ursolico (AU, Figura 3) (Jiménez-Arellanes et al., 2016). Estos compuestos estan
presentes en numerosas plantas medicinales como Bouvardia ternifolia
(Gutiérrez-Rebolledo et al., 2016), Lantana hispida (Jiménez-Arellanes et al.,
2007), Chamaedora tepejilote (Jiménez-Arellanes et al., 2005) entre otras (Jesus
et al., 2015; Lopez-Hortas et al., 2018). Estos triterpenos tienen estructuras y
actividades farmacologicas similares, ya que ambos son triterpenoides
pentaciclicos; se les atribuye, ademas de los efectos hepatoprotectores,
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anticancerigenas (Ayeleso et al.,
2017; Jesus et al., 2015; Mancha-Ramirez y Slaga, 2016).

14



Figura 3. Estructura del AU

En un estudio realizado en ratones BALB/c machos con dano hepatico inducido
con la mezcla de farmacos antiTB y donde evaluaron los siguientes grupos:
grupo | con vehiculo (solucién salina isotonica, via oral y aceite de olivo ultra puro
via subcutanea); grupo Il: farmacos antiTB (RIF:INH:PZA a 10:10:30 mg/kg),
solubilizados en solucién salina isotdnica, via oral; Grupo Il y IV: mezcla AU/AO
100 y 200 pg/raton respectivamente solubilizada en aceite de olivo ultra puro, via
subcutanea; grupo V: farmacos antiTB + AU/AO (100 pg/ratdn); grupo VI:
farmacos antiTB mas la mezcla AU/AO a 200 pg/raton. Al final del estudio, el

grupo Il que recibié solo los farmacos antiTB, presenté pérdida de peso
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significativa en comparacién con el grupo | (vehiculo), mientras que los animales
de los demas grupos, incluyendo los tratados con la mezcla AU/AO mostraron
un incremento de peso similar al grupo | (vehiculo). A su vez, los pesos relativos
de los higados del grupo Il incrementaron respecto al grupo |, mientras los pesos
relativos del grupo VI tuvieron un incremento respecto al vehiculo (grupo 1), los
demas grupos mostraron resultados muy parecidos al control negativo. En
cuanto a los resultados hematoldgicos, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. En el analisis bioquimico, el grupo Il y el VI
presentaron incrementos en los niveles séricos de urea, AST y ALT, mientras
que el grupo V mostré una disminucién de AST y ALT. La FA (F se vio alterada
en ningun grupo. Al realizar el analisis histopatoldgico, se encontré esteatosis y
un incremento en la apoptosis en el grupo Il (antiTB), mientras que en los
animales tratados con los triterpenos no mostraron cambios importantes. No se

observaron cambios histologicos en rifidn (Gutiérrez-Rebolledo et al., 2016).

También se realizo la evaluacion del efecto hepatoprotector de la mezcla de AU
y AO (obtenida de Rosmarinus officinalis). Para esto se emplearon ratones
macho BALB/c que fueron administrados diariamente durante 28 dias via
intragastrica (i.g.), y se formaron cinco grupos con los siguientes tratamientos:
grupo |: Vehiculo (carboxilmetilcelulosa -CMC- al 0.5%); grupo Il: antiTB
(RIF:INH:PZA a 10:10:30 mg/kg) solubilizado en agua inyectable; grupo |l
farmacos antiTB mas mezcla de AU y AO a 100 mg/kg solubilizados en CMC al
0.5%; grupo IV: farmacos anti TB mas AU y AO a 200 mg/kg y grupo V: farmacos
antiTB mas SM a la dosis de 2.5 mg/kg solubilizada en CMC al 0.5%. Se observé
que el grupo | (vehiculo) mostré pérdida de peso, mientras que los grupos I, IV
y V (antiTB + AU/AO a 100 mg/kg, antiTB + AU/AO a 200 mg/kg y antiTB + SM,
respectivamente) mostraron aumentos regulares. El grupo Il (antiTB) mostré una
ganancia minima. Sin embargo, los grupos Il y IV, presentaron obstruccion en
vias urinarias por formacion de cristales, aunado a problema de solubilidad de
los triterpenos. En un estudio adicional, se evaluo el efecto hepatoprotector de la
mezcla AU/AO a 60 dias, en este caso se redujo la dosis de AU/AO, para ello se
emplearon los siguientes grupos: grupo |: vehiculo (CMC 0.5%); grupo Il: antiTB
(RIF:INH:PZA a 10:10:30 mg/kg) solubilizado en agua inyectable; grupo |lI:
antiTB + AU/AO (10 mg/kg); grupo IV: antiTB + AU/AO (20 mg/kg) y grupo V:
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antiTB + SM a 2.5 mg/kg. Durante esta fase del estudio se observé un incremento
de peso corporal en el grupo Il (antiTB + AU/AO a 10 mg/kg), e inclusive el
incremento fue mayor al del grupo | (vehiculo); el grupo IV (antiTB + AU/AO a 20
mg/kg) también presentd incremento de peso corporal respecto al grupo [; sin
embargo, este incremento se mantuvo por debajo del observado en lo grupos lli
y el grupo V (administrados con AU/AO a 10 mg/kg y SM, respectivamente). En
cuanto a los resultados de parametros de bioquimica clinica, se observo un
incremento de ALT, AST en el grupo Il administrado solamente con farmacos
antiTB y también en el grupo IV (antiTB mas AU/AQO a 20 mg/kg); en cambio, el
grupo Il (antiTB mas AU/AO) presento valores muy similares al grupo | (vehiculo)
y al grupo V (antiTB mas SM). Los niveles de urea se vieron incrementados en
todos los grupos respecto al grupo | (vehiculo), siendo el grupo Il (antiTB) el que
presentd el mayor incremento en comparacion con los grupos Il (antiTB mas
AU/AO a 10 mg/kg) y IV (antiTB mas SM). La creatinina se vio incrementada en
el grupo Il (antiTB) y en el grupo IV (antiTB mas AU/AO a 20 mg/kg), mientras
los otros grupos mantuvieron valores similares al del grupo | (control). No se
presentaron diferencias significativas en el estudio hematologico. En todos los
grupos se presentd esteatosis de leve a moderada, y en el grupo |l con antiTB

se observé infiltrado linfoide (Bailén-Martinez, 2016).

Respecto a estudios de nefrotoxicidad de esta mezcla de triterpenos, Ma y
colaboradores (2014) realizaron un ensayo con ratones macho ICR, en los
cuales se indujo dafo renal con la administracion de CCls via intraperitoneal (0.5
mL/2 veces/semana durante 1 semana). Se formaron cuatro grupos: grupo I:
control (vehiculo), grupo Il: CCls + AU 25 mg/raton/dia; grupo Ill: CCls + AU a 50
mg/raton/dia, y grupo IV: CCls. El grupo Il tratado con AU a 25 mg presento
disminucién significativa sobre los niveles séricos de urea, acido urico y
creatinina respecto al grupo | (control de vehiculo). El grupo Ill con AU a 50 mg
no presentd cambios significativos. Sin embargo, a nivel histolégico, los animales
del grupo lll tratados con AU a 50 mg mostraron una disminucion significativa de
necrosis celular en los tubulos renales y menor cantidad de lesiones

glomerulares y del intersticio tubular.
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2. Hipétesis

En estudios previos se demostré el efecto hepatoprotector de la mezcla de
AU/AO a 100 y 200 pg/raton administrada por via subcutanea y a la dosis de 100
y 200 mg/kg administrada por via i.g. en animales sanos con dafio hepatico
inducido con dosis baja de RIF:INH:PZA (10:30:30 mg/kg), por lo que se espera
que esta mezcla de triterpenos a 50 mg/kg muestre efecto hepato y
nefrotoprotector ante el dano inducido con dosis altas de RIF:INH:PZA
(150:75:150 mg/kg).

3. Objetivo general

Evaluar el efecto hepato y nefroprotector de la mezcla de triterpenos (AU/AO)
administrados por via i.g. a dosis de 50 mg/kg en ratones BALB/c con dafio
inducido con la mezcla farmacos anti-TB (RIF:INH:PZA) a dosis elevadas
(150:75:150 mg/kg).

3.1 Objetivos particulares

e Obtener los triterpenos (acido ursolico y oleandlico) a partir de una fuente
natural.

e Tratar a los animales con la mezcla de triterpenos y los farmacos antiTB
durante 30 y 60 dias por via i.g.

e Obtener suero de los animales tratados para evaluar el perfil hepatico y
renal.

e Extraer rindn, higado, corazén y estbmago para analisis histologico.
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4. Metodologia

El trabajo experimental se desarrollé en la Unidad de Investigacion Médica en
Farmacologia, CMN Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social, con
apoyo del area de Patologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXl y del
area de Patologia Experimental del Instituto de Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador. Los animales empleados fueron alojados de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

4.1 Obtencidn de los triterpenos (acido ursélico y oleandlico) a partir de
una fuente natural

Previamente se ha descrito que las especie Rosmarinus oficinalis biosintetiza la
mezcla de AU/AO (Bailén-Martinez, 2016; Gonzalez, 2012), por lo que a partir
de esta especie medicinal se prepard el extracto EtOH via maceracion. El
extracto (10 g) libre de solvente organico, se sometié a 3 lavados con acetonitrilo
(CH3CN) (50 mL/lavado) con agitacién constante durante 20 min en parrilla de
agitacion magnética. Posteriormente, cada lavado se filtré en un sistema de
vacio (Millipore). Una vez filtrado, se concentré en un rotaevaporador (Buchi R-
100) acoplado a un sistema de vacio, y el concentrado se coloc6é en un vial
previamente pesado. Posteriormente, se realizaron lavados con CHCIl3 y MeOH
siguiendo la misma metodologia anteriormente descrita. Todo el procedimiento
se realiz6 por triplicado, por lo tanto, se procesé un total de 30 g de extracto

EtOH. El residuo de los lavados se guardd en un vial.

Se realizaron cromatografias en capa fina (CCF) en placas de silice como fase
estacionaria, y empleando como fase movil, la mezcla de CHCI3:MeOH 96:4.
Como estandar de referencia, se empled la mezcla de AU/AO y B-sitosterol
(ambos de la marca Sigma). Las placas se revelaron con H2SOs4 al 10% y

calentamiento.

En los tres lavados (CH3CN, MeOH y CHCI3) se detectd la mezcla de AU/AO con
diferentes grados de pureza, por lo que fueron sometidos a fraccionamiento por
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cromatografia en columna (CC), utilizando gel silice como fase estacionaria en
una proporcion 1:20. Como fase moévil, se emplearon diferentes mezclas de
disolventes como hexano (Hex), CHCIs y MeOH, siguiendo un orden ascendiente
de polaridad. Cada fraccion obtenida se concentré en un rotaevaporador y se
guardaron en viales previamente pesados y etiquetados. Para corroborar la
presencia de los triterpenos de interés en cada fraccion, se realizaron CCF de
cada una. Las fracciones ricas en AU/AO se pusieron a cristalizar en MeOH a

temperatura ambiente.

4.2 Ensayo in vivo para determinacion de dosis de antiTB

En estudios previos se emplearon dosis bajas de la mezcla de antiTB y SM, por
lo que en este trabajo se emplearan dosis altas de los mismos. Como primer
paso, se evaluo la dosis de INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en ratones BALB/c
machos con peso promedio de 23 g, los cuales fueron administrados diariamente
por via i.g. durante 37 dias, para esto, se utilizé una canula rigida de acero

inoxidable. Para este estudio se formaron los siguientes grupos con n=5:

e Grupo I: Control (Agua inyectable)
e Grupo II: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg) disuelto en agua

inyectable

Los animales se pesaron 3 veces a la semana para el registro de la ganancia de
peso corporal (GPC). Se ha descrito que los animales tratados con la mezcla de
farmacos antiTB pierden peso. En cambio, los animales sanos presentan

incremento de peso corporal de manera constante.

Al finalizar el tratamiento, se tomaron muestras de sangre por el plexo retro-
orbital y se realizé la necropsia de tres animales por grupo para la toma de
muestras de o6rganos (higado, corazoén, bazo, rifiones y estdmago). De las
muestras de sangre, se obtuvo el suero de dos animales por grupo para analisis
de quimica sanguinea (laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM) para la determinacién de urea,
creatinina, acido urico, colesterol, HDL, triglicéridos, bilirrubinas, AST, ALT y FA.

Los organos mencionados fueron pesados y posteriormente se colocaron en
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formaldehido al 10% para analisis histologico, el cual, se realizd en el area de
Patologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI por la Dra. G. S. Reyes.

4.3 Ensayo in vivo para determinacién de dosis de SM

Para evaluar la dosis elevada de SM (100 mg/kg) solubilizada en CMC al 0.5%.
Se formaron 3 grupos de ratones BALB/c machos con peso promedio de 24 g,
mismos que fueron administrados via i.g. 3 veces a la semana durante 93 dias.

Los grupos (n=10) fueron los siguientes:

e Grupo I: Control (agua inyectable)

e Grupo Il: antiTB (INH:RIF:PZA,75:150:150 mg/kg) solubilizado en agua
inyectable

e Grupo lll: antiTB (INH:RIF:PZA, 75:150:150 mg/kg) en agua inyectable +
SM (100 mg/kg) en CMC al 0.5%

Los animales se pesaron tres veces a la semana para registrar la GPC con el fin
de monitorear la ganancia o pérdida de peso que ocasiona la mezcla de

farmacos antiTB y SM.

A los 90 dias, se tomaron muestras de sangre a través del plexo retro-orbital
para la obtencion de suero; ademas, de la realizacién de la necropsia de 3
animales por grupo para la obtencion de higado, corazén, bazo, rifiones y
estbmago. Los odrganos fueron pesados y posteriormente colocados en
formaldehido al 10%. El analisis histologico se realizé en el area de Patologia
del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI por la Dra. G. S. Reyes.
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4.4 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 1)

Para la evaluacion de la mezcla de AU/AQ, se utilizaron ratones BALB/c machos
con peso promedio de 24 +3 g, que fueron tratados via i.g. 3 veces a la semana

durante 50 dias, los grupos (n=10) fueron los siguientes:

e Grupo I: Control (Tween 80 al 0.1% en CMC al 0.5%)

e Grupo IlI: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg) solubilizado en agua
inyectable

e Grupo lll: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg ) mas SM (100 mg/kg)
solubilizado en CMC al 0.5%

e Grupo IV: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg) mas AU/AO (50
mg/kg) solubilizado en Tween 80 al 0.1%

e Grupo V: SM (200 mg/kg) solubilizado en CMC al 0.5%

Los animales se pesaron dos veces a la semana para registrar la GPC con el fin
de monitorear la ganancia o pérdida de peso que ocasionan los diferentes

tratamientos.

Alos 50 dias, se realizaron las necropsias para la obtencion de higado, corazén,
bazo, rifiones y estdmago de 3 animales por grupo. Los 6rganos fueron pesados
y colocados en formaldehido al 10%. El analisis histologico se realizé en el area
de Patologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI por la Dra. G. S. Reyes.

4.5 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 2)

Para continuar con la evaluacion de la mezcla de AU/AQO, se emplearon ratones
BALB/c machos con peso promedio de 25 g, que fueron tratados via i.g. 3 veces

a la semana durante 91 dias. Los grupos (n=10) fueron los siguientes:

e Grupo I: Control (Tween 80 al 0.1% en CMC al 0.5%)

e Grupo ll: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg) en agua inyectable

e Grupo lll: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg ) mas SM (100 mg/kg)
solubilizado en CMC al 0.5%
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e Grupo IV: antiTB (INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg) mas AU/AO (50
mg/kg) solubilizado en Tween 80 al 0.1%
e Grupo V: SM (200 mg/kg) solubilizado en CMC al 0.5%

Los animales se pesaron una vez a la semana para obtener la GPC. Al finalizar
el estudio a los 91 dias, se tom6 muestra de sangre para la obtencién de suero
de 3 animales por grupo y se realizaron las necropsias de 2 animales por grupo
para la obtencién de higado, y rifiones. Los 6rganos fueron pesados y colocados
en formaldehido al 10%. El analisis histoldgico se realizé en el area de Patologia
Experimental del Instituto de Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ) por el Dr. Rogelio Hernandez Pando.

4.6 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 3)

En este ultimo experimento se siguidé el mismo esquema de tratamiento del
experimento anterior. Al finalizar el estudio se tomd muestra de sangre para la
obtencion de suero de todos los animales y se realizé la necropsia de los cinco
animales para la obtencién de higado vy rifiones. Los érganos fueron pesados y
colocados en formaldehido al 10%. El analisis histologico se realiz6 en el area

de Patologia Experimental del INCMNSZ por el Dr. Rogelio Hernandez Pando.

4.7 Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se utilizé el software Sigma Plot 12.0. Para las
variables peso corporal, parametros bioquimicos y peso de érganos, se utilizaron
analisis de varianza (ANOVA) bifactorial y diferencia de medias repetidas con
una prueba pos hoc Student Newman Keuls donde p>0.05 fue considerado

significativo
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5. Resultados

5.1 Obtencioén de los triterpenos AU/AO a partir de Rosmarinus officinalis

Al realizar los tres lavados del extracto, se obtuvo un residuo, al cual se le hizo
una CCF para detectar la presencia de la mezcla de triterpenos. En la CCF se
observoé una mancha con coloraciéon rosa intenso al ser revelado con H2SO4 al
10% y calor, con Rf similar al de la referencia de AU/AO (Sigma). Al determinar
la presencia de la mezcla de triterpenos, se procedio a realizar una CC de dichos
residuos (2.06 g). Mediante este proceso, se obtuvieron fracciones de 250 mL
utilizando como fase mévil Hex, CHCIz y MeOH, y mezclas de ellos con grado
ascendiente de polaridad, obteniendo un total de 34 fracciones. En las fracciones
21, 23-28 se detectd principalmente AU/AO (Tabla 1). Se obtuvo un total de 38.8

mg de la mezcla de triterpenos, lo que equivale un rendimiento del 1.15%.

Tabla 1. Fracciones obtenidas de la CC del residuo de los lavados del extracto EtOH de
Rosmarinus officinalis.

Sistema de Fracciones Reuniones de Peso (mg) Compuesto
elucion colectadas fracciones detectado
Hex 100% 1-4 1-16 16.6 AU/AO
Hex:CHCI3z 9:1 5-17 17-19 0.5
Hex:CHCIs 8:2 18-28 20, 22 1.1
Hex:CHCIs 6:4 21-18 21, 23-28 5.6
Hex:CHCIz:4:6 29-34 29 13 B-Sitosterol
sucio
30-34 0.3 Fraccion
desechada
Total AU/AO 23.8 Rendimiento % 1.15
(mg)

Por otro lado, los tres lavados (CHCI3, MeOH, CH3CN) se reunieron porque todos
contenian la mezcla de los triterpenos. 6.5 g de muestras se sometido a un
fraccionamiento por CC para obtener la mezcla de triterpenos. Se obtuvieron 114
fracciones de 1000 mL, en las cuales se pudo observar la presencia de los
triterpenos casi puros en las fracciones 86-99; mismas que se pusieron a
cristalizar para obtener un total de 0.65 g de AU/AQ, lo que equivale a un 10%

de rendimiento (Tabla 2). En las fracciones 100 a 114, también se observo la
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mezcla de triterpenos, pero presentaban algo de impurezas; por lo que se decidio
que posteriormente serian fraccionados en otra CC para purificar la mezcla de

triterpenos.

Tabla 2. Fracciones obtenidas de la CC-FN de los lavados realizados con CH3CN, CHCIs y
MeOH, del extracto EtOH de Rosmarinus officinalis.

Sistema de Fracciones Reuniones de Peso (mg) Compuesto
elucion colectadas fracciones detectado
Hex 100 % 1-13 1-16 71.69 fracciones
Hex:CHCls 14-21 17-28 59.16 desechadas
9:1
Hex:CHCIs 22-29 29 31.24
8:2
Hex:CHCIs 30-37 30-36 40.37
7:3
Hex:CHCIs 38-45 37-47 135.58
6:4
Hex:CHCI3 46-62 48-71 61.74 No determinados
1:1
CHCl3:Hex 63-73 72-79 55.97
6:4
CHCls:Hex 74-78
75:25
CHCI3 100% 79-99 80-83 94.64
CHCI3:MeOH 100-108 84-85 42.55
91 86-95 595.13 AU/AO
96-99 54.82
CHCI3:MeOH 109-114 100-107 169.3 AU/AO impuro
75:25 108-114 146.8
Total AU/AO 649.95 Rendimiento de 10.00
(mg) AU/AO puros %

5.2 Ensayo in vivo para evaluar la dosis alta de antiTB

Previamente, se reporto la realizacion de un experimento en ratones machos
BALB/c, utilizando la mezcla de INH:RIF:PZA a dosis bajas (10:10:30 mg/kg)
administrados diariamente por via i.g. Es este estudio se encontré diferencias
significativas sobre los niveles de enzimas hepaticas en suero y provocod
esteatosis en higado en el grupo tratado con antiTB (Bailon-Martinez, 2016). Si
bien, esta dosis, ocasion6 dafo en higado, se decidié someter a los animales a

un desafio mayor, utilizando dosis mas altas de antiTB reportada por Bello-
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Monroy y colegas (2019), quienes administraron la dosis de RIF:INH a 150:75
mg/kg diariamente durante 90 dias. En nuestro caso, decidimos agregar PZA
porque junto con INH y RIF, forma parte del esquema basico para el tratamiento
de la TB; ademas, PZA es el farmaco que provoca mayor hepatotoxicidad
(Bouazzi et al., 2016; Bjornsson et al., 2016; Gafar et al., 2019; Zhao et al., 2017).

En un primer experimento se evalud el efecto de una dosis elevada de antiTB
(INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg, administrado por via i.g.) en un grupo de 5
animales con su respectivo control; los cuales fueron tratados durante 37 dias.
Durante el periodo de tratamiento, ningun animal murié. Al finalizar el estudio, se
tomaron 6rganos de tres animales por grupo, y sangre de 2 animales por grupo.
La GPC entre el grupo | (control) y el grupo Il (antiTB) no presentaron diferencias
significativas (Figura 4), mostrando una GPC final de 4.29 £+ 0.93 gy 3.73 £ 0.80
g, respectivamente, siendo ligeramente mas alto el valor para el grupo | (control).
Cabe sefalar que, aunque no hubo diferencia significativa sobre la GPC entre
los grupos de estudio al finalizar el experimento, la GPC del grupo | se mantuvo

por arriba del grupo |IlI, durante el periodo de experimentacion.
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Figura 4. Efecto de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 37 dias sobre la ganancia
de peso corporal en ratones macho BALB/c. Grupo |: Agua inyectable; grupo Il: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; n=5.
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En cuanto al peso de los 6rganos (Tabla 3) y parametros bioquimicos (Tabla 4),
tampoco se observaron diferencia significativa entre ambos grupos; estos
resultados nos permitieron observar que el dafio empieza después de los 37 dias
del tratamiento. En el analisis histoldgico de higado (Figura 5) se puede observar
esteatosis localizada en el grupo Il, mientras que en el grupo | se observa la
morfologia normal del tejido. En el analisis histologico del riiidn (Figura 6) no se
observa alteracion en ningun grupo. Por lo que se decidi6 realizar el ensayo a 90

dias.

Tabla 3. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 37 dias sobre el peso de
organos en ratones macho BALB/c.

Peso de 6rganos (g)
Organo Grupo I: Control Grupo II: antiTB
Higado 1.48 £ 0.04 1.58 £0.29
Corazon 0.16 + 0.01 0.16 £ 0.05
Rifiones 0.46 + 0.04 0.46 + 0.09
Bazo 0.12 £0.01 0.12 £ 0.01
Estomago 0.32+0.04 0.36 + 0.05

Tabla 3. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 37 dias sobre el peso de
organos en ratones macho BALB/c. Datos presentados como la media + su error estandar. Grupo
I: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg, solubilizados en agua inyectable;
n=3.

Parametro Grupo I: Control Grupo lI: antiTB

Creatinina (umol/L) 38.0+2.8 37.5+2.1

AST (UI/L) 325.5+99.7 272.5+195.9

ALT (UIIL) 286.0 + 14.1 337.0 £ 2871
Triglicéridos (mmol/L) 1.5+£0.0 1.3+1.1
Colesterol (mmol/L) 3.1+£01 20+1.3

FA (UI/L) 133.5+24.7 139.5+6.4

BUN (mmol/L) 8.2+0.6 82+ 1.3
Urea (mmol/L) 175107 175121

Tabla 4. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 37 dias sobre parametros
bioquimicos en ratones macho BALB/c. Datos presentados como la media + su error estandar.
Grupo I: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua inyectable; n=2.

*determinado en el equipo Dirui CS-T240 de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
UNAM, el 19 de agosto del 2019.
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Grupo Il: antiTB

Figura 5. Cortes histologicos de higado de ratones macho BALB/C con dafo hepatico inducido
con la mezcla de antiTB, administrada via i.g. durante 37 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo
II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; n=3. Tincién con H&E a
40x.

Grupo |: Control

Figura 6. Cortes histologicos de rifién de ratones macho BALB/C con dafio hepatico inducido
con la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 37 dias. Grupo I: Agua inyectable; Grupo
II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; n=3. Tincién con H&E a
40x.

5.3 Ensayo in vivo para evaluar la dosis alta de antiTB y SM

En el estudio realizado por Bailon-Martinez (2016), los grupos fueron
administrados con la mezcla de antiTB RIF:INH:PZA a la dosis bajas (10:10:30
mg/kg), y el grupo del control positivo recibié SM a la dosis baja (2.5 mg/kg); sin
embargo, en estudios recién publicados se reporta que la dosis de SM utilizada
fue de 100 mg/kg (Domitrovi¢ et al., 2015; Kim et al., 2016; Sozmen et al., 2013).
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Dado este antecedente, se decidio realizar un ensayo donde evaluamos la SM a
la dosis de 100 mg/kg durante 93 dias. Para este experimento se emplearon tres
grupos: grupo |: control, grupo Il: antiTB y grupo lll: antiTB mas SM. Durante el
periodo de tratamiento, ninguno de los animales murié. No se pudo realizar la
cuantificacion de los parametros bioquimicos porque las muestras sufrieron
hemdlisis. En la Figura 7 se muestra la GPC, en la que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos. Al finalizar el
experimento, se puede apreciar que la GPC para el grupo Il (antiTB) y el grupo
[l (antiTB mas SM) fue muy similar, mostrando valores de 5.89 +1.21 y 5.72
1+0.91 g, respectivamente y la GPC para el grupo | (control) fue de 4.28 + 0.67 g,
siendo este ultimo grupo el que mostré la menor ganancia. Los tres grupos

mostraron comportamiento parecido durante todo el estudio.

Las muestras de suero no fueron procesadas debido a la presencia de hemdlisis
en las mismas, lo que interfiere en la cuantificacion de los parametros

bioquimicos.
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Figura 7. Efectos de la mezcla de antiTB sobre la GPC en ratones macho BALB/C al ser
administrada via i.g. durante 93 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua
inyectable + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; n=10.
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Por otro lado, al registrar el peso de 6rganos (Tabla 5) se encontraron diferencias
entre el peso del higado de los animales del grupo Il (antiTB) respecto al grupo
Il (antiTB + SM) y el grupo | (control) con p= 0.018. El peso del higado fue de
1.38 g para el grupo | y de 1.55y 1.39 g, para los grupos Il y lll respectivamente.
Como se puede observar el higado del grupo antiTB fue ligeramente mayor.
También se presentaron diferencias estadisticamente significativas en el peso
de los rifiones, el grupo Il (antiTB) mostro un peso elevado, siendo de 0.55 g
respecto a los otros dos grupos (p= 0.002), en este caso el peso fue de 0.42 y
0.46 g para los grupos | (control) y Il (antiTB mas SM).

Peso de 6rganos (g)

Organo Grupo I: Control Grupo II: antiTB Grupo llI: antiTB +
Higado 1.38+ 0.03° 1.55+ 0.032° 1.3931“1:).13
Rifiones 0.42+ 0.02° 0.55+ 0.022° 0.46+ 0.01
Corazén 0.17+0.00 0.25+ 0.04 0.20+ 0.03
Bazo 0.20+ 0.07 0.16+ 0.02 0.14+ 0.03
Estomago 0.49+ 0.3 0.40+ 0.06 0.36+ 0.03

Tabla 5. Efectos de la mezcla de antiTB administrado via i.g. durante 93 dias el sobre el peso de
organos en ratones macho BALB/c. Datos presentados como la media + su error estandar. Grupo
I: Agua inyectable; Grupo Il: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua inyectable; Grupo
II:INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua inyectable + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%.
Analisis estadistico (ANOVA) bifactorial de medias repetidas con post hoc Student Nweman
Keuls (p<0.05); vs 2Grupo |; vs *Grupo II; vs °Grupo Ill. n=3.

En el analisis histolégico de higado (Figura 8), se observéd ligera esteatosis
localizada e infiltrado linfocitico portal en el grupo Il, mientras que en el grupo | y
[l no se observan alteraciones. En cuanto al analisis histopatolégico de riidon
(Figura 9), se observa nefritis moderada en los grupos Il y Ill, mientras que el

grupo | (control) no presenta alteraciones.
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Grupo |: Control Grupo II: antiTB

Grupo lll: antiTB + SM
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Figura 8. Cortes histoldgicos de higado de ratones macho BALB/C con dafo hepatico inducido
con la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 93 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo
II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua inyectable; Grupo IIl:INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg en agua inyectable + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%. n=3. Tincién con H&E a 40x.

Grupo |: Control Grupo II: antiTB
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Figura 9. Cortes histolégicos de rifdn de ratones macho BALB/C con dafio hepatico inducido
con la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 93 dias Grupo I: Agua inyectable; Grupo I
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg en agua inyectable. Grupo lll:INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg en agua inyectable + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%. n=3. Tincién con H&E a 40x.

5.4 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 1)

Para realizar este ensayo se formaron cinco grupos (n= 10): grupo I: Control,
grupo ll: antiTB, grupo lll: antiTB + SM, grupo IV: antiTB + AU/AQO y grupo V: SM.
Este estudio fue planeado a 90 dias; sin embargo, debido a la emergencia
sanitaria a causa de la Covid-19, el estudio se finalizé a los 50 dias, y sélo se
obtuvieron los érganos para estudio histoldgico de tres animales por grupo. Los
valores de la GPC se muestran en la Figura 10, en este caso no se observaron
diferencias estadisticamente significativas y tampoco se observé diferencia
significativa sobre los pesos de los 6rganos. El grupo con mayor GPC fue el
grupo Il (3.28 + 1.00 g), seguido del grupo V (2.71 £ 1.10 g) y el grupo | (2.57
0.90 g); en cambio los grupos Il (2.52 + 0.78 g), IV (2.38 + 0.84 g) fueron los que

mostraron pobre GPC.
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Figura 10. Efectos de la mezcla de antiTB sobre la GPC en ratones macho BALB/C al ser
administrada via i.g. durante 50 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg
+ SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg + AU/AO a 50
mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%; n=10.

En cuanto al peso de los érganos (Tabla 6), no se observaron diferencias
significativas; sin embargo, el peso del higado del grupo Il (1.65 g) fue mayor al
peso de los otros grupos, en cambio, el peso del higado del grupo IV (1.31 g) fue
similar al peso del grupo | (1.37 g), el cual es el grupo control. El peso de los
rinones del grupo Il (0.51 g) también fue mayor al observado en los demas
grupos, siendo estos muy similares entre ellos, y de nueva cuenta se observa,
que el peso de los rifiones del grupo IV es menor en comparacion a los otros

grupos.
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Peso de 6rganos (g)

Organo Grupo I: Grupo Il Grupo lil: Grupo IV: Grupo V: SM
Control antiTB antiTB + antiTB +
SM AU/AO

Higado 1.37+£ 0.02 1.65+ 0.17 1.57£0.15 1.31£ 0.14 1.55+ 0.23
Rifones 0.44+ 0.06 0.51+£ 0.07 0.46+ 0.07 0.40+ 0.06 0.46+ 0.07
Corazén 0.15+ 0.03 0.17+£ 0.03 0.18+ 0.03 0.16+ 0.03 0.18+ 0.06
Bazo 0.10+ 0.02 0.17+0.08 0.13+0.01 0.20+ 0.15 0.15+ 0.04
Estomago 0.39+ 0.17 0.36+ 0.04 0.30+ 0.03 0.48+ 0.05 0.25+ 0.03

Tabla 6. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 50 dias sobre sobre el peso
de drganos en ratones macho BALB/c. Datos presentados como la media + su error estandar.
Grupo |: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua
inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%;
Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%); Grupo
V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%; n=3.

En la Figura 11 se muestran los cortes histologicos de los higados; los grupos |l
(antiTB), lll (antiTB mas SM) y V (SM) presentaron esteatosis localizada, nucleos
binucleados y macronucleos. El grupo IV (antiTB mas AU/AO) no presenta
esteatosis; sin embargo, se observa necrosis focal, y el grupo | (control) no
presentd alteraciones. En los cortes histolégicos de rifidn (Figura 12), no se

observaron alteraciones significativas en ninguno de los grupos de estudio.

34




Figura 11. Cortes histolégicos de higado para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 50 dias en ratones macho BALB/c; Grupo |: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=3. Tincién con H&E a 40x.

Grupo |: Control Grupo II: antiTB

Grupo lll: antiTB + SM Grupo IV: antiTB + AU/AO
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Figura 12. Cortes histolégicos de rifion para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 50 dias en ratones macho BALB/c; Grupo |: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n= 3. Tinciéon con H&E a 40x.

5.5 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 2)

Para realizar este ensayo se formaron cinco grupos de 5 animales c/u: grupo I:
Control, grupo Il: antiTB, grupo lll: antiTB + SM, grupo IV: antiTB + AU/AQO y
grupo V: SM: En este caso, los animales fueron administrados 3 veces a la
semana durante 91 dias y fueron pesados cada semana. Al finalizar el estudio,
se tomaron muestras de 6rganos de 2 animales por grupo y muestras de suero
de 3 animales por grupo. Cabe mencionar, que una muestra de sangre de cada
grupo sufrié hemdlisis, por lo que se descarté del analisis. Los resultados de la
GPC se muestras en la Figura 13, se observa que el grupo Il (antiTB) fue el que

mostré6 mayor ganancia (6.34 +0.32 g), el cual presento diferencia significativa
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(p= 0.012) respecto al control (grupo I, 3.79 £0.74 g) y al grupo V (2.22 £0.37 Q).
El grupo IV (antiTB + AU/AQ) fue el segundo con mayor ganancia (5.88 + 0.80
g) seguido del grupo Il (antiTB + SM) con 4.91 + 1.30 g. La menor GPC (2.22 g)
fue para el grupo que recibié s6lo SM (200 mg/kg).

7 —&— Grupo I: Control

—O— Grupo II: antiTB

Grupo lll: antiTB + SM
Grupo IV: antiTB + AU/AO
—&— Grupo V: SM

Ganancia de peso (g)
w

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 94 91
Dias

Figura 13. Efectos de la mezcla de antiTB sobre la GPC en ratones macho BALB/C al ser
administrada via i.g. durante 91 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo II: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg
+ SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg + AU/AO a 50
mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%; n=5.

Respecto al peso de los 6rganos no se presentaron diferencias significativas
(Tabla 7); sin embargo, se puede observar un incremento en el peso del higado
del grupo IV (1.85 g), respecto a los demas grupos (< 1.66 g). El peso de los
rinones del grupo Il (0.52 g) y del grupo V (0.54 g) fue mayor respecto a los
pesos de los demas grupos (0.45, 0.42 y 0.49 g, respectivamente).
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Tabla 7. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 91 dias sobre sobre el peso
de 6rganos en ratones macho BALB/c.

Peso de 6rganos (g)
Organo Grupo I: Grupo ll: Grupo llI: Grupo IV: Grupo V:
Control antiTB antiTB + SM antiTB + SM
AU/AO

Higado 1.65+ 0.02 1.6410.12 1.58+ 0.10 1.85+0.06 1.66x 0.14
Rifiones 0.45+ 0.04 0.42+ 0.02 0.52+ 0.01 0.49+ 0.02 0.54+ 0.06
Corazoén 0.20+ 0.03 0.17+0.01 0.20+0.03 0.17+0.03 0.20+ 0.02
Bazo 0.13+ 0.01 0.15+ 0.02 0.09+ 0.01 0.16+ 0.02 0.09+ 0.01
Estomago 0.38+0.12 0.28+ 0.04 0.48+0.01 0.37+0.10 0.40+ 0.08

Datos presentados como la media + su error estandar. Grupo |: Agua inyectable; Grupo Il
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=2.

Los valores de los parametros bioquimicos se describen en |la Tabla 8. Respecto
a estos resultados, en los valores de FA se observa diferencias (p= 0.007) entre
el grupo V y el grupo | (77.00 y 131.2 UI/L, respectivamente) respecto a los
demas grupos. El grupo Il y el grupo Il (60.45 y 79.05 UI/L respectivamente)
presentaron una disminucién del nivel de AST respecto al grupo | (p= 0.007;
195.5 UI/L), ademas, el grupo IV y V presentaron elevadas desviaciones
estandar. Los niveles de ALT mostraron incrementos significativos en cuatro
grupos (grupo 1l: 394.3 UI/L; grupo Ill: 762.1 UI/L; grupo IV: 859.4 UI/L; grupo V:
339.65 UI/L; p= 0.004) respecto al grupo control (grupo I: 66.05 UI/L), siendo los
grupos Il y IV los que mostraron el mayor incremento, sin embargo, presentan
elevadas desviaciones estandar. Los niveles de colesterol de los grupos Il y llI
presentaron incrementos significativos (p= 0.007; grupo Il: 142.8 mg/dL; grupo
[ll: 154.7 mg/dL) respecto al grupo control (grupo I: 86.75 mg/dL). El grupo |
(control) presentd aumento significativo en el valor de triglicéridos (p= 0.012;
262.8 mg/dL) respecto a los demas grupos (p= 0.012; grupo Il: 129.95 mg/dL;
grupo IlI: 113.05 mg/dL; grupo 1V: 112.3.3 mg/dL; grupo V: 134.85 mg/dL). Los

valores de urea, BUN y creatinina no presentaron diferencias significativas.
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Tabla 8. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 91 dias sobre parametros
bioquimicos en ratones machos BALB/c.

Parametro Grupo I: Grupo Il: | Grupo lll: Grupo IV: Grupo V:
Control antiTB antiTB + antiTB + SM
SM AU/AO
Creatinina (mg/dL) | 0.26+ 0.01 | 0.28+ 0.01 | 0.32+ 0.04 0.34+ 0.00 0.28+ 0.01
AST (UI/L) 195.5+ 79.05+ 60.45+ 162.8+ 137.6 142.6+
9.48b¢ 10.96 6.01 117.38
ALT (UI/L) 66.05+ 394.3+ 762.1% 859.4+478.85 | 339.65+
0.64bcde 60.10 512.65 92.56
Triglicéridos 262.8+ 129.95+ 113.05+ 112.3+£ 32.53 134.85+
(mg/dL) 50.35 Pode 11.81 47.05 15.63
Colesterol (mg/dL) 86.75+ 142.8+ 154.7+ 134.25+ 106.75+
0.78b< 6.36 23.76 13.65 21.20
FA (UIIL) 131+ 2.83 | 129+4.24 | 122+4.24 | 137.5+7.78° 77.00+
12.73
BUN (mg/dL) 28.5£4.95 | 20.5£0.71 | 24+2.83 22.5+4.95 30.5+ 6.36
Urea (mg/dL) 60.85+ 43.95+ 51+ 6.51 48.7+ 10.32 56.05+
10.54 1.77 0.64

Datos presentados como la media + su error estandar. Grupo |: Agua inyectable; Grupo Il
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%.
Andlisis estadistico (ANOVA) bifactorial de medias repetidas con pos hoc Student Nweman Keuls
(p<0.05); vs @Grupo |; vs °Grupo II; vs °Grupo III; vs ¢Grupo IV; vs ¢Grupo IV; n=2.

En la Figura 14 se observan los cortes histolégicos de higado. En los grupos Il,
[ll'y IV se observan hepatocitos binucleados y macronucleos, mientras que en
los grupos | y V no se observan alteraciones. En la Figura 15 se observan los

cortes histolégicos de rifidn, el cual no presentan alteraciones.

% 't Ha, L=l T 1.8

Grupo IV: antiTB + AU/AO
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Figura 14. Cortes histoldgicos de higado para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 91 dias en ratones macho BALB/c; Grupo I: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=2. Tincién con H&E a 40x.

Grupo |: Control Grupo II: antiTB
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Grupo lll: antiTB + SM Grupo IV: antiTB + AU/AO

Figura 15. Cortes histologicos de rifidn para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 91 dias en ratones macho BALB/c; Grupo |: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n= 2. Tincién con H&E a 40x.

5.6 Ensayo in vivo con AU/AO (Parte 3)

Para realizar este ensayo se formaron cinco grupos con n = 5: grupo | (Control),
grupo Il (antiTB), grupo lll (antiTB + SM), grupo IV (antiTB + AU/AQO) y grupo V
(SM), los cuales fueron administrados durante 91 dias y al finalizar el estudio, se
tomaron muestras de 6rganos y suero de todos los animales. Los datos de GPC
se muestran en la Figura 16; donde se observa que el grupo con mayor ganancia
es el grupo IV (antiTB + AU/AO, 7.11 £0.81 g), seguido del grupo | (control, 6.41
1+0.86 g), grupo Il (antiTB, 6.2 £0.71 g), grupo V (SM, 5.88 +0.98 g), siendo el
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grupo lll (antiTB + SM) el que mostré menor GPC (5.81 +1.07 g); cabe senalar

gue ningun grupo presenté diferencias significativas.
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Figura 16. Efectos de la mezcla de antiTB sobre la GPC en ratones macho BALB/C al ser
administrada via i.g. durante 91 dias. Grupo |: Agua inyectable; Grupo Il: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg
+ SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg + AU/AO a 50
mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%; n=5.

Al no haber diferencias en peso ni histolégicas en corazén, estobmago y bazo de
los ensayos anteriores, se decidid que solo se pesarian y analizaria la histologia
del higado y los rifilones. Respecto al peso de los 6rganos, no se observaron
diferencias significativas (Tabla 9), sin embargo, el peso del higado del grupo V

(1.59 g) se ve incrementado en comparacion con el grupo | (1.35 g).

Tabla 9. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 91 dias sobre sobre el peso
de 6rganos en ratones macho BALB/c.

Peso de los érganos (g)
Organo Grupo [: Grupo Il Grupo llI: Grupo IV: antiTB | Grupo V:
Control antiTB antiTB + SM + AU/AO SM
Higado 1.35+ 0.11 1.37£0.15 1.41+£ 0.2 1.39+ 0.13 1.59+ 0.19
Rifiones 0.44+ 0.05 0.42+ 0.05 0.46+ 0.05 0.44+ 0.06 0.49+ 0.07

Datos presentados como la media + su error estdndar. Grupo |: Agua inyectable; Grupo I
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo IlI: INH:RIF:PZA a
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75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=5.

En cuanto a los resultados de los parametros bioquimicos, estos se muestran en
la Tabla 10. Cabe mencionar que los valores obtenidos de ALT y AST son
irregulares, ya que los valores del error estandar son mas altos que el valor real
o casi iguales, por lo que no se tomaran en cuenta en este estudio. En cuanto a
la FA, se observé incremento significativo de los grupos Il y IV respecto al grupo
| (p=0.006; grupo IIl: 141.40 UI/L; grupo IV: 141.40 UI/L vs grupo I: 91.40 UI/L).
En los valores de los demas parametros no presentan diferencias significativas;
sin embargo, en el valor de creatinina, se observa que, mientras los valores son
muy semejantes al grupo | (control; 0.21 mg/dL), el valor del grupo Ill presenta
una ligera disminucion (0.15 mg/dL). El valor de triglicéridos del grupo Ill se
encuentra incrementado con respecto al grupo | (126.12 vs 85.30 mg/dL). El nivel
de colesterol del grupo IV presenta un incremento respecto al grupo | (124.46 vs
101.06 mg/dL). En el caso de BUN y urea, los valores de todos los grupos se

encuentras ligeramente disminuidos respecto a los valores del grupo | (control).

Tabla 10. Efectos de la mezcla de antiTB administrada via i.g. durante 91 dias sobre parametros
bioquimicos en ratones macho BALB/c.

Grupo Grupo I: Grupo Il Grupo lil: Grupo IV: Grupo V:
Control antiTB antiTB + SM antiTB + SM
AU/AO
Creatinina 0.21£0.02 | 0.18+0.05 0.15+ 0.02 0.21+£0.11 | 0.18+0.08
(mg/dL)
AST (UI/L) 327.30+ 424 44+ 1668.60% 1153.30% 588.92+
236.01 340.18 1200.48 502.26 266.96
ALT (UI/L) 121.46% 252.10% 861.70+ 768.62+ 181.54+
145.44 238.09 514.72 369.15 82.00
Triglicéridos 85.30% 105.16% 126.12% 98.40+ 87.22+
(mg/dL) 26.76 16.50 20.67 30.66 17.59
Colesterol 101.06x 120.70+ 112.14+ 4.03 124 .46+ 93.68+
(mg/dL) 10.20 11.60 20.33 5.47
FA (UIL) 91.40+ 116.80% 141.40% 141.40+ 76.00+
28.38 18.10 25.13%¢ 32.68%¢ 9.14
BUN (mg/dL) 34.00+ 28.00+£ 0.71 | 26.80+2.59 29.00+ 33.00+
3.54 8.46 6.20
Urea (mg/dL) 72.64+ 59.78+ 1.39 | 57.32+ 5.51 61.40+ 70.60+
7.50 18.47 12.99

Datos presentados como la media + su error estandar. Grupo |: Agua inyectable; Grupo Il
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%.
Analisis estadistico (ANOVA) bifactorial de medias repetidas con pos hoc Student Nweman Keuls
(p<0.05); vs 2Grupo I; vs °Grupo II; vs °Grupo lII; vs Grupo IV; vs ¢Grupo IV; n=10.
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En el analisis histoldgico del higado (Figura 17), se observa que los grupos I, Il
y IV presentan hepatocitos binucleados y macronucleos, y en los grupos |y V no
se observo alteraciones. En el analisis histologico de rindn (Figura 18) no se

encuentran alteraciones.

Grupo |: Control Grupo II: antiTB

«

Figura 17. Cortes histologicos de higado para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 91 dias en ratones macho BALB/c;. Grupo |: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo lll: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=5. Tincién con H&E a 40x
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Grupo |: Control Grupo II: antiTB

Figura 18. Cortes histoldgicos de rifidn para la evaluacion de la mezcla de antiTB administrada
via i.g. durante 91 dias en ratones macho BALB/c; Grupo |: Agua inyectable; Grupo II:
INH:RIF:PZA a 75:150:150 mg/kg solubilizado en agua inyectable; Grupo Ill: INH:RIF:PZA a
75:150:150 mg/kg + SM a 100 mg/kg en CMC al 0.5%; Grupo IV: INH:RIF:PZA a 75:150:150
mg/kg + AU/AO a 50 mg/kg en Tween 80 al 0.1%; Grupo V: SM a 200 mg/kg en CMC al 0.5%;
n=5. Tincién con H&E a 40x.

45



6. Discusion

La mezcla de farmacos antiTB han sido empleados para inducir el dafio hepatico
en modelos animales, empleando conejo (Jahan et al., 2015), ratas (Amir et al.,
2016; Hussain et al., 2018; Mujahid et al., 2017) y ratones (Bailén-Martinez,
2016; Gutiérrez-Rebolledo et al., 2016; Shabbir et al., 2020); los cuales se han
desarrollado con el fin de evaluar el efecto hepatoprotector de sustancias puras
y extractos de plantas medicinales. La combinacion INH:RIF es la mezcla mas
empleada para desarrollar este tipo de investigaciéon (Martin y Sabina, 2016;
Mohan et al., 2018; Prince et al., 2019; Salama et al., 2018), y son pocos los
trabajos donde describen el empleo de la mezcla INH:RIF:PZA (Baildbn-Martinez
et al, 2016; Gutiérrez-Rebolledo et al., 2016; Siordia-Reyes et al., 2021), a pesar
que se ha demostrado que PZA es el farmacos que causa mayor efecto
hepatotoxico (Gafar et al., 2019; Zhao et al., 2017). Dentro de los estudios que
han utilizado la mezcla INH:RIF:PZA, han empleado la dosis de 10:10:30 mg/kg
respectivamente, administrado por via oral diariamente. Sin embargo, a esta
dosis no se observa claramente un efecto hepatotdxico. En el presente estudio
se decidid incrementar la dosis utilizando como base la dosis empleada por
Bello-Monroy et al., 2019, quienes administraron la dosis de INH:RIF a 75:150
mg/kg diariamente durante 90 dias, y sumando la PZA a dosis de 150 mg/kg.

En el primer ensayo, se observa que esta mezcla (INH:RIF:PZA) a dosis elevada
(75:150:150 mg/kg) administrada diariamente durante 30 dias, provocé menor
GPC en comparacion con el grupo control (4.29 vs 3.73 g) sin ser
estadisticamente significativo. En cuanto al peso de los érganos, tanto el higado
como los rifiones de los animales del grupo Il (antiTB), fueron ligeramente mayor;
sin embargo, al momento de ver los resultados de los parametros bioquimicos,
se observa que, si bien, la AST no se vio afectada, los niveles de ALT y FA fueron
mayores en el grupo antiTB respecto al grupo | (control), dato que concuerda con
el analisis histolégico del higado, donde se observo ligera esteatosis localizada
en el grupo Il (antiTB). Estos resultados, concuerdan con lo observado
anteriormente en otros estudios (Baildon-Martinez et al., 2016; Gutiérrez-
Rebolledo et al., 2016).
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También, en este proyecto se empleé SM a mayor dosis (100 mg/kg), como
control positivo, ya que esta sustancia es muy empleada como control positivo
en la busqueda de nuevos agentes hepatoprotectores (Hussain et al., 2018;
Mujahid et al., 2017; Ulla et al., 2016). Se ha reportado que reduce los niveles de
enzimas hepaticas y reduce la esteatosis en animales con dano hepatico
inducido con INH:RIF:PZA. En un estudio anterior, donde evaluaron el efecto
hepatoprotector de triterpenos y antiTB, se utiliz6 SM a dosis de 2.5 mg/kg
(Bailon-Martinez, 2016), y en donde, los animales tratados con antiTB + SM
presentaron microabscesos, infiltrado linfoide e infiltrado inflamatorio, mientras
que la GPC fue menor al de los grupos administrados con antiTB + AU/AO y
antiTB. Sin embargo, revisando en la literatura, se encontré6 que en algunos
estudios realizados en ratones Balb/C, utilizan la SM a la dosis de 100 mg/kg
(Domitrovi¢ et al., 2015; Kim et al., 2016; Sozmen et al., 2013), por lo que
decidimos emplear esta dosis. Para ello, realizamos un estudio para probar esta
dosis y observamos que la GPC fue igual entre los grupos Il (antiTB) y Il (antiTB
+ SM) y estos fueron mayores respecto al control, (grupo |) pero no mostraron
diferencia significativa. En cuanto al peso de los érganos, se pudo apreciar que
el peso del higado y de los rifiones del grupo Il (antiTB) fue mayor respecto a los
otros dos grupos (I y lll); estos dos ultimos grupos mostraron pesos similares;
resultados que al compararlos con los del analisis histologico, se observa que
hay esteatosis ligera localizada en el higado del grupo Il (antiTB) y en el grupo
[l (antiTB + SM) se observo esteatosis minima, dada la capacidad
hepatoprotectora de la SM, observada en los estudios previamente citados. La
SM a dosis elevada es segura para administrarse en estudios cronicos (90 dias,
administrado tres veces a la semana) ya que tiene la capacidad de proteger al

higado y durante este periodo no murié ningun animal.

En un estudio previo se evalud la mezcla de AU/AO a la dosis de 100 mg/kg y
200 mg/kg; sin embargo, esta dosis causo problemas en vias urinarias (Bailon-
Martinez, 2016) aunado a que en este estudio se encontré que, a esa dosis, los
triterpenos presentaban problemas de solubilidad en el vehiculo empleado (CMC
al 0.05%). Por esta razon, se decidié disminuir la dosis a 50 mg/kg y utilizar
Tween 80 al 0.1% como vehiculo; ademas, en este experimento se agregd un

grupo de animales administrados con SM a una dosis elevada de 200 mg/kg,
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para observar si la dosis alta provoca efectos téxicos. Este estudio estaba
programado a 90 dias; sin embargo, tuvo una duracién de 50 dias, dado la
emergencia sanitaria causada por la COVID-19. En la GPC se observan
resultados poco esperados dado los resultados previos obtenidos por Baildn-
Martinez (2016) y Gutiérrez-Rebolledo y colaboradores (2016), pues la GPC del
grupo | (control) es muy similar al observado en el grupo Il (antiTB), mientras que
el grupo IV (antiTB + AU/AQO) fue el que mostré la menor GPC; el grupo Il (antiTB
+ SM) fue el grupo con mayor GPC, seguido por el grupo V (SM). En cuanto al
peso de higado y rinones, se observo ligero incremento en el peso de estos
organos el grupo Il (antiTB) respecto al resto de los otros grupos, resultados
esperados segun estudios previos citados anteriormente. En el analisis
histologico se puede apreciar que la mezcla de AU/AO (grupo IV, antiTB +
AU/AO) protege la aparicion de esteatosis, incluso mejor que la SM (grupo Il
antiTB + SM), cabe resaltar que la SM a alta dosis (grupo V) provoco esteatosis
localizada, algo que no se habia reportado hasta el momento. En los grupos |
(antiTB), Il (antiTB + SM), Il (antiTB + AU/AQO), presentaron hepatocitos
binucleados y macronucleos, siendo mas abundantes en el grupo Il (antiTB), algo
no reportado en este tipo de estudios, pero que indican procesos de

regeneracion en el higado después de haber sufrido dafno (Miyaoka et al., 2012).

El siguiente ensayo tuvo una duracion de 91 dias, se emplearon los mismos
grupos que en el estudio anterior. Se observa que el grupo Il (antiTB) fue el
presentd la mayor GPC, la cual fue significativamente mayor respecto al grupo
control (6.34 g vs 3.79 @), el grupo V (antiTB + AU/AQO) y el grupo Ill (antiTB +
SM) también presentaron buena GPC (5.88 g y 4.91 g, respectivamente) en
comparacién con el grupo control, mientras que el grupo con menor GPC fue el
V (SM) con apenas 2.22 g, siendo menor al valor observado en el grupo control
(6.34 g). No se observaron diferencias significativas en los pesos de los érganos;
sin embargo, se puede observar que el peso del higado del grupo IV (antiTB +
AU/AO) fue mayor respecto al grupo control (1.85 g vs 1.65 g), mientras que el
peso de los otros grupos fue muy similar al del grupo control. En cuanto al peso
de los rinones, se presenta que el peso del grupo V (SM) y grupo Il (antiTB +
SM) son mayores respecto al grupo control (0.54 g y 0.52 g respectivamente vs

0.44 g). En cuanto a la bioquimica clinica, se observa que el valor de AST del
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grupo control (195.5 UI/L) fue mayor que el de los demas grupos, mientras que
los grupos lll (antiTB + AU/AQO) y Il (antiTB) fueron los que presentaron los
valores mas bajos (60.45 y 79.05 UI/L, respectivamente). Los valores de ALT de
los grupos Il (antiTB + AU/AO) y IV (antiTB + SM) se encuentran muy por arriba
del grupo control (762.5 y 859.4 UI/L vs 66.05 UI/L); sin embargo, las
desviaciones estandar de estos grupos son muy altas (512.65 y 478.85), por lo
que no se tomaron en cuenta. Tanto el grupo Il (antiTB) y V (SM) también
muestran incremento en la ALT respecto al grupo control (394.3 y 339.65 UI/L vs
66.05 UI/L). En los valores de la FA, los grupos presentan valores similares al
grupo control, excepto por el grupo V (SM), el cual es menor al grupo control (77
UI/L vs 131 UI/L). En cuanto al analisis histologico, se observa que los grupos |l
(antiTB), lll (antiTB + SM) y IV (antiTB + AU/AQO) presentan mayor cantidad de
células binucleadas y macronucleos en el higado en comparacion con los grupos
| (control) y V (SM), los cuales no presentaron alteraciones; estos hallazgos se
observan en el tejido hepatico en regeneracion como respuesta posterior a un

dano. En el tejido renal no se observaron cambios.

El siguiente ensayo, se formaron los mismos grupos de estudio que el anterior
con duraciéon de 91 dias. En la GPC no se observaron diferencias significativas;
el grupo IV (antiTB + AU/AO) fue el unico que mostré mayor GPC respecto al
grupo control (7.11 g vs 6.41 g), mientras que el grupo Il (antiTB + SM) fue el
que tuvo menor GPC (5.81 g). Tampoco se observaron diferencias significativas
en el peso de los érganos; sin embargo, el peso del higado del grupo V (SM)
esta incrementado en comparacion con el grupo control (1.59 g vs 1.35 g); el
peso de los rinones es muy parecido entre los grupos. Respecto a los valores de
bioquimica clinica, los valores de ALT y AST, al presentar elevadas desviaciones
estandar, no se tomaron en cuenta en el analisis. La FA de los grupos Il (antiTB
+ SM) y IV (antiTB + AU/AO) presentan incrementos significativos respecto al
grupo control (FA: 141.40 y 141.40 UI/L vs 91.40 UI/L). En los valores de los
demas parametros no hubo diferencias estadisticas, pero se puede observar que
los triglicéridos del grupo Il (antiTB + SM) se encuentra incrementado con
respecto al grupo control (126.12 mg/dL vs 85.30 mg/dL); mientras que el valor
de colesterol del grupo IV (antiTB + AU/AQ) present6 un incremento respecto al
grupo control (126.46 mg/dL vs 101.06 mg/dL). En el caso de la creatinina, se
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observa que, mientras los valores de los otros grupos son muy semejantes al del
grupo control, el grupo Il (antiTB + SM) presenta una ligera disminucion respecto
al grupo control (0.21 mg/dL vs 0.15 mg/dL). Tanto BUN como urea, los valores

son muy similares a los del grupo control.

En el andlisis histologico de higado se observa que los grupos Il (antiTB), Il
(antiTB + SM) y IV (antiTB + AU/AO) se observan células binucleadas y
macronucleos en el higado, siendo mas abundantes en el grupo Il (antiTB),
seguido de los grupos Il (antiTB + SM) y IV (antiTB + AU/AQ), lo que indica que
el tejido hepatico se encuentra en un proceso de regeneracion a través de la
divisién celular, mientras que los grupos | (control) y V (SM) no presentaron

alteraciones. La histologia del rindn no presento alteraciones.

Los resultados encontrados en estos ultimos tres experimentos difieren a los
observados anteriormente en estudios similares, esto puede ser por el cambi6
la frecuencia de administracion de los farmacos que pasoé de ser diaria a ser de
tres veces por semana; por lo tanto, los danos provocados por los farmacos
antiTB no fueron tan evidentes como en estudios previos donde la administracién
fue diaria, en donde se observa esteatosis de moderada a intensa como principal
alteracion, y que se ve acompanada de incrementos de ALT, AST y FA presentes

en el suero.

7. Conclusiones

En la hipdtesis de este estudio se plantea el demostrar en efecto hepato y
nefroprotector de los triterpenos ante el dafno causado por los farmacos antiTB,
sin embargo, los resultados no fueron concluyentes para determinar si son o no
hepatoprotectores, dado que ni siquiera los animales tratados solo con antiTB
presentaron el dafo esperado en el tejido hepatico, pues en estudios anteriores
se habia observado presencia de esteatosis acompanada de incremento en los
niveles de enzimas hepaticas en el suero. Esto pudo deberse al cambio de la
frecuencia de administracién, que, en vez de ser diaria, paso a ser tres veces por
semana, a pesar de haber incrementado la dosis de los farmacos antiTB en mas

del doble por administracion. Sin embargo, se observaron indicios de
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regeneracion tisular, tales como gran cantidad de hepatocitos binucleados y
macronocleos en el higado en los grupos administrados con antiTB, antiTB +
AU/AO y antiTB + SM, presentandose en menor cantidad en los ultimos dos
grupos, lo que puede ser sugerir que el higado de dichos grupos sufrié un menor
dafio. Para hacer una mejor evaluacion de los triterpenos, de debera realizar el
estudio con administracion diaria, pues el higado fue capaz de metabolizar sin
problemas altas dosis de antiTB cuando la frecuencia de administracion fue cada
tercer dia. En cuanto al efecto nefroprotector, no se encontraron alteraciones en

ninguno de los estudios.

En la evaluacion de la dosis alta de SM, en el estudio a 50 dias se observa
esteatosis ligera, sin embargo, en los dos estudios posteriores a 91 dias, ninguno
de los animales administrado con esta dosis, presento alteraciones tisulares en

el higado, demostrando asi que no tiene efectos toxicos.
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