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1. RESUMEN

La enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), es una patologia en la que se da una
inflamacion crénica del tubo digestivo, encontrandose dentro de los mas comunes la
colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC), las cuales desencadenan una
serie de signos y sintomas extraintestinales y se han asociado a tumores malignos
gastrointestinales. Por lo tanto, al tener en cuenta las consecuencias que tiene la Ell en
una persona, la busqueda de un agente en la dieta que module los sintomas resulta de
interés, siendo este un motivo para la busqueda de alternativas que, desde la medicina
tradicional, han sido usadas para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Entre
estas alternativas, se encuentra el fruto de la especie Physalis peruviana L. (uchuva),
cuyo cdliz ha mostrado un potente efecto antiinflamatorio por lo que se considera
importante evaluar si el consumo de la fruta podria tener un efecto similar en la

modulacion de la incidencia o en el agravamiento de la enfermedad.

En este orden de ideas, se llevod a cabo el proyecto expuesto en este trabajo, en el cual
se evaluo el efecto anti- inflamatorio del extracto total etandlico del fruto de Physalis
peruviana L. (uchuva), empleando un modelo subagudo de enfermedad inflamatoria
intestinal inducido por DSS en ratones, esto previa caracterizacion fisicoquimica del
fruto y fitoquimica del extracto total etandlico del fruto. El extracto total del fruto de P.p
se obtuvo por rotavporacién del fruto liofilizado y macerado con etanol al 96%, al cual
se evalud posteriormente la toxicidad. El efecto anti-inflamatorio se evalué en los
ratones a los cuales se les indujo el modelo de Ell durante los 10 ultimos dias del
ensayo. Una vez finalizado, el tejido colénico extraido de los animales, fue evaluado a

nivel macroscopico y microscopico.

Los resultados demostraron que el extracto total etandlico cuenta con metabolitos como
cumarinas, glucésidos cardioténicos y compuestos fendlicos; ademas se demostré que
hay un posible efecto anti-inflamatorio por parte del fruto de uchuva, ya que logro reducir
los efectos de la Ell, observados al evaluar la variacion de peso, el indice de actividad
de enfermedad y los efectos en el tejido colonico a nivel macroscépico e histolégico a
la concentracion de 0.15%; corroborandose su potente uso como agente modulador de

la inflamacion etnofarmacolégicamente.
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2. INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una enfermedad crénica idiopatica en
la que existe una inflamacién de la mucosa intestinal por alteracion de la respuesta
inmune. Esta se puede manifestar como enfermedad de Crohn (EC), colitis ulcerosa
(CU)y Ell no clasificable. Por presentar periodos de remisiéon y actividad de duracion
variable, su tratamiento es complejo (Simian et al., 2013). La Ell se ha asociado a
tumores malignos gastrointestinales, tales como el cancer colorrectal (la segunda
causa de cancer en ambos sexos) y en menor medida se ha relacionado a
neoplasias extraintestinales, destacando el linfoma, cancer de piel, carcinoma
urotelial y tumores neuroendocrinos (Meyer et al., 2015). La incidencia y prevalencia
de la Ell ha aumentado con el tiempo y en las diferentes regiones del mundo,
especialmente en paises de Sudamérica y Africa, donde la incidencia era muy baja,
indicandose su surgimiento como enfermedad a nivel mundial (World

Gastroenterology Organization, 2015).

El aumento de la incidencia en paises desarrollados y en via de desarrollo coincide
con los cambios en la dieta, las condiciones de saneamiento y los hébitos de estilo
de vida contemporaneos. Siendo importante exaltar que a pesar de que el
incremento en la incidencia de la Ell puede atribuirse a una evolucién de la
diversidad genética, existe un papel critico por parte de los factores ambientales
como lo es la dieta en la modulacion de los fenotipos clinicos de esta patologia a lo
largo del tiempo (Shouval & Rufo, 2017).

A partir de esto se ha investigado el efecto de los alimentos, encontrandose que el
consumo de frutas ha mostrado tener influencia en la disminucién de la incidencia
de la enfermedad (Owczarek et al., 2016). Esto ha conllevado a que se hagan
estudios experimentales con distintos frutos e incluso 6rganos de plantas, en los
que se han encontrado que, por sus contenidos de flavonoides, taninos y otros
metabolitos se pueden presentar efectos antiinflamatorios y antioxidantes de los

cuales se estima que modulan las consecuencias de la Ell (Orsi et al., 2014).
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En este orden de ideas cabe resaltar la importancia de investigar el posible efecto
modulador de la Ell por parte de frutos colombianos, en espacial de aquellos que
son altamente consumidos y que popularmente se usan como antiinflamatorios, tal
como es el caso del fruto de Physalis peruviana L. (uchuva), el cual se ha
caracterizado por tener diversas propiedades a nivel etnofarmacoldgico, atribuido
en gran medida a la presencia de polifenoles, withanolidos (lactonas esteroidales),
vitaminas, proteinas, minerales y acidos (principalmente oleico y linoléico)
presentes en esta fruta; los cuales, segun estudios realizados fortalecen el nervio
optico, controlan la amibiasis, calcifican los huesos, y ademas presentan efectos
antiinflamatorios, antitumorales, antibacteriales, antifingicos, antihepatotdxicos y
efectos hipocolesterolémicos; los cuales se le atribuyen a los fitoesteroles presentes
en el aceite de la semilla y de la pulpa (Marin et al., 2010; Cer6n et al., 2010).

En un estudio reciente en el extracto etéreo del céliz de P. peruviana L. se
demostraron efectos antiinflamatorios a nivel intestinal, que podrian estar
relacionados con la presencia de flavonoides, terpenoides y glucésidos en la planta,
los cuales han permitido que se dé una reduccién de la actividad de la enzima MPO
y que por ende se disminuya la infiltracion de neutréfilos y edemas en el tejido
colbnico; el extracto del caliz ademas ha favorecido la reduccion de los niveles de
las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1 y la disminucion de la liberacion de NO
(Castro et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de conocerse las propiedades presentes en diversos érganos
de Physalis peruviana L., hoy dia se desconoce si al consumirse el fruto se genere
un efecto modulador contra la enfermedad inflamatoria intestinal, por lo cual se
soporta el objetivo de este trabajo que consistioé en evaluar el efecto anti-inflamatorio
del extracto total etandlico del fruto de Physalis peruviana L. (uchuva), empleando

un modelo de enfermedad inflamatoria intestinal inducido por DSS en ratones.
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3. MARCO TEORICO

3.1 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

3.1.2 DEFINICION

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una afeccion en la que se presenta
una inflamacién crénica del tubo digestivo, caracterizada por la alternancia de
periodos de actividad (recidivas o brotes) con fases de exacerbacion y remision.
Dentro de esta enfermedad, se incluyen dos enfermedades con diferentes
caracteristicas clinicas y evolucion: colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn
(EC), y una tercera, que comparte caracteristicas de ambas: la enfermedad
inflamatoria intestinal no clasificada o colitis indeterminada (Cl). La colitis ulcerosa
ataca exclusivamente a la mucosa del colon, mientras que la enfermedad de Crohn
puede afectar a todo el tracto digestivo (desde la boca al ano), histolégicamente se
caracteriza por la afectacion transmural de la mucosa y la presencia de granulomas
no caseificantes. Por otro lado, la colitis indeterminada afecta exclusivamente al
colon y sus caracteristicas histoldgicas, endoscopicas y clinicas, diferentes a las de
la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (Martinez Gbmez, 2015). Cabe mencionar
gue estas enfermedades estan asociadas a manifestaciones extraintestinales,
pudiendo afectar los ojos, la piel, los huesos, el higado, el sistema nervioso, el

corazon y con menor frecuencia los pulmones (Chaparro & Gisbert, 2016).

3.1.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La enfermedad inflamatoria intestinal es una afeccion que hasta hace unas décadas
Gnicamente mostraba alta incidencia y prevalencia de EIl en los paises
industrializados; por ejemplo, América del Norte, Europa del Norte y del Oeste,
conllevando a denominar la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn como
enfermedades del "mundo occidental”. Sin embargo, en los ultimos afos, estudios
han reportado que en algunos paises fuera de los anteriormente mencionados se

ha reportado un significativo aumento de la incidencia de esta enfermedad, lo cual
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ha disminuido la brecha epidemioldgica entre paises industrializados y paises en
desarrollo. Este cambio de cifras en paises en los que poco se reportaba esta
enfermedad, se cree que puede estar relacionado con los factores ambientales,
como el estilo de vida y la comida occidental, la urbanizacién, una mayor conciencia
de la enfermedad y un acceso mas facil a las técnicas modernas de diagnostico
(Vegh et al., 2017).

Concretamente, se estima que la prevalencia de esta enfermedad en Estados
Unidos esta en torno al 0.201 y al 0.238%. En Europa, mas especificamente en
Noruega se estima que hay mayor prevalencia con 0.505% para la colitis ulcerativa
y en Italia con 0.319% para la enfermedad de Crohn. El gradiente nortesur, tiende
a desaparecer en Australia y Nueva Zelanda donde también se ha reportado alta
incidencia de ambas enfermedades (Salgado-Boquete et al., 2016). En
Latinoamérica, pocos son los estudios, sin embargo, trabajos hechos en Brasil,
Puerto Rico, Panamé y Argentina reportan incidencia entre 1,2 a 4 por 100.000
habitantes y prevalencias de 20 a 100 por 100.000 habitantes, y a su vez indican el

crecimiento de la incidencia a través de los afios (Vargas, 2010).

Los tipos de Ell presentan variaciones en su epidemiologia, en lo que respecta a la
EC, se ha determinado que ha aumentado su incidencia (4,5/100.000), mientras que
la de CU (2/100.000) se ha estabilizado, aunque existen variaciones en distintas
regiones. La mayoria de los casos se diagnostican entre la segunda y la tercera
década de la vida, solo un 5% antes de los 5 afios de edad y un segundo pico en la
tercera edad entre los sesenta y ochenta afios, correspondiendo la mayoria de los
casos a CU o formas no clasificadas. Mientras que la EC es mas frecuente en
varones (1,5:1), no existe predominio de sexo en la CU. La prevalencia global de la

enfermedad es del 0,4% (Martinez Gémez et al., 2016).

La Ell ademas de predominar en paises industrializados, también lo hace en areas
urbanas, siendo mas frecuente en raza caucasica y especialmente en judios
(Martinez Gomez, 2015). Se ha determinado que la prevalencia disminuye
progresivamente en caucasicos no judios, afroestadounidenses, hispanos y
asiaticos (Kasper et al., 2015).
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Se ha informado que estudios respaldan que la incidencia de la enfermedad esta
muy ligada a los estilos de vida de los paises desarrollados, teniendo en cuenta que
se ha determinado que inmigrantes de primera generacion del sur nacidos en paises
desarrollados como Gran Bretafia presentan tasas de CU similares a la de la
poblacidn general del pais, respaldando la idea de que ademas de la genética y la
predisposicion inmunolodgica, el medio ambiente influye determinantemente en la

incidencia (Berstein, 2017).

3.1.3.1 Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal en Colombia

En Colombia se han registrado pocos estudios epidemioldgicos de la Ell, lo cual
deja poco claro el grado de incidencia de esta enfermedad. Estos estudios se han
realizado en ciudades principales como Cartagena, Medellin y Bogota. El primero
de ellos fue realizado en la ciudad de Bogota en 1991, en este se reporté que de
108 casos de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) recolectados durante 22 afos,
98 correspondian a CU y 10 a EC, la CU fue reportada como la tercera mas
frecuente (18%) después de la colitis isquémica (30%) y la infecciosa (20%), en
altimo lugar, la EC (2%) (Aguirre et al., 2012). Mas recientemente el estudio
realizado en la ciudad de Cartagena en 2010, mostr6 que de 26 pacientes con Ell,
cuya edad media era 40 +/- 12,7 afios (rango 17-79); seis individuos tenian EC y 20
se diagnosticaron con CU y la prevalencia general estimada para la Ell fue de 29 X
105 (Yepes et al., 2010). Por otro lado, en el estudio realizado en Medellin en el afio
2010, se encontré que en una serie de 202 pacientes con Ell, la més frecuente fue
la colitis ulcerativa (80,7%), seguida por la enfermedad de Crohn (15,8%) vy la
enfermedad intestinal inflamatoria no clasificable (3,5%), siendo la relacion colitis
ulcerativa con enfermedad de Crohn de 4,9:1; en dicho estudio no se encontraron

diferencias estadisticas significativas entre hombres y mujeres (Juliao et al., 2010).
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3.1.4 CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

3.1.4.1 Enfermedad de Crohn (EC)

La enfermedad de Crohn es un proceso inflamatorio que se caracteriza por el
compromiso transmural fistulizante que puede afectar todo el tracto digestivo y la
regidén perianal. Se considera que el sintoma fundamental es la diarrea con o sin
sangre, pero se asocia a manifestaciones heterogéneas con periodos de
exacerbacion y remision, que incluyen dolor abdominal, pérdida de peso, anemia,
fiebre, astenia, anorexia y, en algunos casos, obstruccién intestinal, fistulas peri-

anales y rectovaginales que son complejas y suelen no cicatrizar (Alvarez, 2017).

3.1.4.2 Colitis ulcerosa (CU)

La colitis ulcerosa es una enfermedad crénica que solo afecta la capa mucosa del
colon que resulta de la interaccion de factores genéticos y ambientales. El curso
clinico de la enfermedad es impredecible, y se caracteriza por episodios de remision
y recaidas o exacerbaciones. a diferencia de la enfermedad de Crohn (EC), afecta

exclusivamente al colon (Yamamoto-Furusho et al., 2017).

3.1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

3.1.5.1 Digestivas

A nivel del tracto gastrointestinal se presentan manifestaciones tales como dolor
abdominal, diarrea con moco, rectorragia, sangrado, célicos, retorcijon y pérdida de
peso. La intensidad de estos sintomas se presenta de acuerdo al subgrupo evolutivo
gue presente el paciente y al tipo de Enfermedad inflamatoria intestinal que padezca
(Martinez Gomez, 2015).

3.1.5.2 Manifestaciones extraintestinales

La Ell presenta varias manifestaciones fuera de del sistema digestivo, lo cual

complica el diagnostico y la calidad de vida del paciente, dentro de dichas
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manifestaciones se encuentran afecciones en el sistema musculo-esquelético, se
presentan trastornos en la piel, en los ojos, enfermedad tromboembdlica,
enfermedades hepatobiliares. Estudios recientes han sefalado que dichas
manifestaciones se pueden presentar inclusive afios antes de que se diagnostique
la enfermedad y han determinado que un 25% de los pacientes presentan a lo largo
de su historia clinica tienen una combinacion de hasta 5 manifestaciones

extraintestinales (Hernandez-Tejero et al., 2017).

3.1.6 PATOGENIA DE LA ElI

3.1.6.1 Enfermedad de Crohn

Al ser una enfermedad inflamatoria cronica, se da ulceracion y engrosamiento de la
pared intestinal de forma continua en las capas de la grasa mesentérica, muscular,
mucosas Yy serosas. En este caso las células viajan desde la sangre hasta los
intestinos y producen inflamacién por produccion de IL-8, MCP-1 y ENA- 78 en
células endoteliales y células epiteliales, en las que se podrian establecer un
gradiente quimiotactico capaz de influir en el aumento de la migracion de monocitos-
macrofagos, granulocitos y linfocitos del torrente sanguineo a través del endotelio
hacia la mucosa y la submucosa (Mahdi, 2015). El desencadenamiento de esta
respuesta inmune, se debe a la activacion de las respuestas Thly Thl7, siendo de
esta manera la respuesta Th1l mediada por la IL-12, el factor de crecimiento TGF-3
y los factores de transcripcidon STAT-4, STAT-1 y T-bet; mientras que la Th1l7 es
mediada por IL-6, IL-23, TGF-B y RORyt (Oliver & Ibafez, 2008).

A nivel histoldgico se presenta agregacion de macréfagos y se comienza a dar la
presencia de granulomas no caseificantes, agregados linfoides transmurales,
hiperplasia de la fibra nerviosa, desorganizacion discontinua de la arquitectura de

las criptas y la presencia de fisuras en el tejido (Mlizes et al., 2012).
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3.1.6.2 Colitis ulcerosa

Histologicamente en la colitis ulcerosa se presenta una inflamacién cronica en el
tejido del colon, la mucosa suele estar alterada, los neutrdfilos y los eosinéfilos se
acumulan en el epitelio, lo que a menudo conlleva a que se presente inflamacion
severa, ademas se presentan abscesos de las criptas, erosiones y ulceracion en el
tejido (Peyrin—Biroulet et al., 2014).

La inflamacién en la colitis ulcerosa es atribuida a células naturales asesinas, las
cuales activan las IL-5 e IL-13 (Oliver & lIbafiez, 2008). Consecuentemente y
teniendo en cuenta que la colitis ulcerosa se asocia con dafio a la barrera de la
mucosa, permitiendo que la microflora luminal desencadene una respuesta
inflamatoria sostenida y desinhibida, cabe afirmar que las células inflamatorias TH9
perpetlan la apoptosis de enterocitos e inhiben la cicatrizacion de la mucosa.
Mientas que la IL-13, contribuye a la lesion epitelial. Ademas, las células linfoides
innatas, homeostaticas en estado estacionario, contribuyen a la produccién de
citocinas, perpetuando la inflamacion. Por otro lado, también es importante
mencionar que el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma
(PPAR-y), el cual regula la inflamacién casada por NF-kB, se reduce en los
colonocitos de pacientes con colitis ulcerosa, implicando un vinculo causal (Ungaro
et al., 2017).

3.1.7 DIAGNOSTICO DE LA El

Para diagnosticar la Ell no existe ninguna prueba especifica, por ello el diagnostico
se debe hacer con base en los signos y sintomas, con ayuda de pruebas de
laboratorio que den indicio de la enfermedad y con ileocolonoscopia, endoscopia
alta y estudio baritado intestinal, las cuales sirven para hacer el diagndstico
diferencial entre EC y CU y ademas para valorar la intensidad y extension de la
inflamacion (Medina, 2009).
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3.1.8 ETIOLOGIA DE LA Ell

La etiologia de la Ell no esta completamente descifrada. Actualmente se cree que
estéa relacionado con una interaccion compleja entre desencadenantes ambientales
que pueden causar un cambio en la microbiota en un hospedador que
genéticamente susceptible y cuya respuesta inmunolégica no puede regular
negativamente en un estado inflamatorio. Por lo cual se considera que la incidencia
de la EIll es producto de la sinergia de los factores mencionados (Hashash &
Hartman, 2017).

3.1.8.1 Consideraciones genéticas

La consideracion genética que justifica la aparicion de la Ell cada vez tiene mas
peso, esto teniendo en cuenta que estudios recientes han llevado el nimero de loci
génicos asociados a la Ell a 163, de los cuales 110 estan asociados con ambas
enfermedades (EC y CU), 30 asociados especificamente con EC y 23 asociados

especificamente con CU (Jostins et al., 2012).

Por otra parta también cabe destacar que en estudios epidemiolégicos se ha
seflalado que aproximadamente un 10% de los pacientes con EIll presenta
antecedentes familiares y, en caso de enfermedad en un familiar de primer grado,
existe un riesgo estimado de desarrollo de Ell del 2 al 10%; lo cual respalda las

sospechas del efecto genético en la aparicion de la enfermedad (Menchén, 2016).

Dentro de la variedad de genes que se han relacionado con la incidencia de la Ell
se encuentra el NOD2, considerado como un gen de susceptibilidad para la EC que
codifica una proteina que se expresa principalmente en la mayoria de los leucocitos
y en las células epiteliales intestinales y activa el factor de transcripcién nuclear NF-
KB y la via de sefalizacion de las proteincinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas, mitogen-activated protein kinases), la cual desempefia una funcidn
esencial en el desarrollo de reacciones inmunitarias innatas efectivas frente a
bacterias (Menchén. 2016).
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Gracias al estudio de asociaciones genéticas en el genoma completo o Genome
Wide Association Studies (GWAS) y a la identificacion de polimorfismos de
nucledtido unico (SNP), se ha podido describir una asociacién significativa entre la
Ell y el gen IL23R que codifica una subunidad del receptor para la citocina
proinflamatoria IL-23, un péptido implicado en la generacién de células Thl7.
Destacando que la via Th17 e IL-23 esté bien establecida en la patogénesis de la
Ell, con loci genéticos de susceptibilidad IL23R, IL12B, JAK2 y STATS3 identificados
en UCy EC (Zhang & Li, 2014).

3.1.8.2 Consideraciones ambientales

Son multiples los factores ambientales que han mostrado tener la capacidad de
incidir en la aparicion de la Ell, dentro de estos son importantes de mencionar el
tabaquismo, la dieta, las drogas de abuso, farmacos como los AINE, aspirina y los
antibiéticos, la geografia, el estrés social, la higiene y el elemento psicoldgico;
siendo el tabaquismo un elemento que ha mostrado tener efecto protector para la
CU, pero que aumenta el riesgo de padecer EC. Estudios recientes también han
descrito que la deficiencia de vitamina D habia sido comdn en pacientes con Ell
diagnosticados y sefialaron que la baja cantidad de vitamina D habia contribuido al
aumento del riesgo de Ell. También cabe mencionar que la contaminacion del aire
afecta en la incidencia, esto teniendo en cuenta que niveles altos de NO2 y SO2 se
correlacionan con un mayor riesgo de CD y CU y que una elevada contaminacién
se asocia con un aumento de los leucocitos polimorfonucleares circulantes y las

citocinas plasmatica que influyen en la incidencia de la Ell (Zhang & Li, 2014).

3.1.8.2.1 Dieta

Se ha determinado a la dieta como uno de los factores ambientales mas criticos en
la incidencia de la Ell, varios estudios la han asociado con alteraciones en la
microbiota intestinal y la integridad de la mucosa. Es asi como, fibras vegetales

solubles favorecen el mantenimiento de la integridad epitelial y reducen la
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translocacion de E. coli invasivas a través de las células M, lo que podria asociarse

con un menor riesgo de Ell (De la fuente et al., 2017).

Se ha establecido que la presencia de un deterioro del estado nutricional ejerce un
impacto negativo en la evolucion de los pacientes, ya que puede condicionar una
peor respuesta al tratamiento farmacolégico, mayor dificultad en la resolucién de las
lesiones inflamatorias, asi como un incremento del riesgo de infecciones y de la
morbimortalidad posquirargica. Su frecuencia de presentacion no es algo
desdefable, ya que se estima que un 23% de los pacientes con EIll que son
regularmente seguidos de forma ambulatoria y un 85% de los pacientes
hospitalizados presentan deterioro del estado nutricional (Breton y Carbonell, 2016).

3.1.8.3 Consideraciones sobre la microbiota

Estudios realizados han mostrado que al comparar el microbioma fecal de pacientes
sanos con el de pacientes que padecen Ell, se encuentra una biodiversidad
significativamente reducida en el microbioma fecal de pacientes con Ell. A su vez,
otros estudios han observado que, en el intestino sano, la microbiota se encuentra
predominada por los Firmicutes y Bacteroidetes phyla que contribuyen a la
produccion de sustratos metabdlicos epiteliales, mientras que, por el contrario, la
microbiota en pacientes con EC se caracteriza por una relativa falta de Firmicutes y
Bacteroidetes, y una sobrerrepresentacion de enterobacterias; mientras tanto, se
observa una reduccion en el numero de Clostridium spp. y se ha notificado un
aumento de Escherichia coli (E. coli) en la CU (Zhang & Li, 2014).

3.1.8.4 Consideraciones de la respuestainmune

3.1.8.4.1 Sistema inmune intestinal

Cuando el organismo esta en condiciones normales, el sistema inmune intestinal
presenta respuestas inmunitarias inhibidas frente a los contenidos luminales, debido
a la tolerancia oral. Siendo el proceso de tolerancia el que implica mecanismos del

epitelio intestinal, sistema innato y adaptativo. Mientras que en personas que
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presentan EIl, el estado de supresion o tolerancia se encuentra alterado,
desencadenando una respuesta inmune exacerbada que conlleva a la inflamacion

cronica (Kasper et al., 2015).

3.1.8.4.1.1Defectos de la regulacion inmunitaria en la enfermedad inflamatoria
intestinal

La investigacién de la patogénesis de la Ell ha estado dominada durante mucho
tiempo por los estudios de la inmunidad de la mucosa, especialmente la respuesta
de las células T. La evidencia disponible sugiere que las disfunciones de las vias
iInmunes innatas y adaptativas contribuyen a la respuesta inflamatoria intestinal

aberrante en pacientes con Ell (Zhang & Li, 2014).

e Respuestainmune innata

El sistema inmune innato, se caracteriza por ser la primera linea de defensa, por lo
cual tiene la tarea de realizar respuestas rapidas y eficientes frente a los patégenos.
Dichas respuestas son posibles, gracias a las barreras fisicas, las barreras quimicas
y los componentes celulares y moleculares propios del sistema inmune.
Encontrandose dentro de los componentes celulares los granulocitos (neutréfilos,
eosindfilos, baséfilos y mastocitos), los monocitos y macréfagos, las células
dendriticas y de Langerhans y las células citotoxicas naturales (generalmente
llamadas naturales asesinas o natural killer -NK-). Por otro lado, los componentes
moleculares estan representados principalmente por el complemento, las citocinas

y las proteinas de fase aguda (Monserrat Sanz et al., 2017).

Dentro de las enzimas que se encuentran sobreexpresadas en la Ell, se encuentra
la mieloperoxidasa (MPO), que es una enzima considerada como hemoproteina y
gue se encuentra almacenada en los neutrofilos activados, monocitos y macrofagos.
Es una enzima ligada a la inflamacién y al estrés oxidativo (Carrefio et al., 2017).
Como la inflamacién, conlleva a un aumento de la expresion de neutréfilos, la MPO

también aumenta consecuentemente en estos procesos, conllevando a aumento de
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especies reactivas de oxigeno, por lo que se utiliza como un marcador bioguimico

del estado oxidativo e inflamatorio colénico en la Ell (Nogales, 2015).

Las células inmunes del sistema innato, como las células dendriticas (DC) y los
macréfagos, pero también las células epiteliales intestinales y los miofibroblastos,
pueden detectar la microbiota intestinal y responder a motivos estructurales
conservados en microorganismos, conocidos como patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP), en una manera estereotipica (Figura 1), lo cual

permite el inicio de respuestas inflamatorias réapida (Geremia et al., 2014).

En lo que respecta a la barrera epitelial, se ha determinado que en pacientes con
Ell, se ha observado que se presenta un debilitamiento en la rigidez de las paredes
de mucina, en los cuales se ha visto una expresion reducida de ARNm de MUCL1 en
el ileon inflamado de pacientes con EC y MUC3,4 y MUCS5B en el ileon no inflamado

en comparacion con los controles (Geremia et al., 2014).

En la Ell la expresion de TLR4 se incrementa significativamente en células
epiteliales intestinales y en células dendriticas. Esto conlleva a un incremento en la
secrecion de TNF, IL-18 e IL-6, lo que resulta en la activacion de NF-kB, STAT- 1,
MAPKs y PPAR; produciendo efectos pro y antiinflamatorios. Lo cual también afecta

a la barrera intestinal (Pinto et al., 2010).

Estudios recientes han encontrado que el comportamiento de las células que
median la inmunidad innata y la expresion y funcién tanto de los TLR como de las
proteinas NOD se alteran significativamente en individuos con Ell, en estos se
revela que las mutaciones NOD2 mas comunmente asociadas con CD inducen una
capacidad defectuosa del intestino para responder al LPS, y este defecto puede
contribuir a la susceptibilidad a la enfermedad. De este modo la evidencia disponible
sugiere que representan mutaciones con pérdida de funcién que conducen a una
activacion reducida de NF-kB (Zhang & Li, 2014).
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Figura 1. Respuesta inmune innata en el intestino. La capa mucosa y la barrera epitelial
representan la primera linea de defensa contra la invasion bacteriana. Las células de Paneth y otras
células epiteliales secretan péptidos antimicrobianos que contribuyen a limitar el crecimiento
bacteriano y la invasion. Las células epiteliales, las células del estroma y las células inmunitarias
innatas, como los macréfagos y las células dendriticas (DC) pueden detectar las bacterias invasoras
a través de receptores de reconocimiento de patrones extracelulares e intracelulares (receptores
Toll-TLR y receptores tipo NOD - NLR) e inician respuestas inflamatorias rapidas mediado por la
secrecion de citocinas y quimiocinas y el reclutamiento de células inflamatorias. Las células linfoides
innatas (ILC) también se encuentran en la lamina propia humana, donde pueden contribuir a la

produccion de citocinas y al reclutamiento de células inflamatorias. Geremia et al., 2014.

Por otro lado, la IL-23 ha demostrado ser una citoquina que juega un papel clave en
la inmunidad innata, puesto que se ha observado que juega un papel en la induccién
de las citocinas Th17 que son claves en la EC. A su vez, se ha determinado que los
polimorfos IL23R se han asociado con EC y CU, sugiriendo que IL-23 puede
representar una molécula inflamatoria compartida en la inflamacion intestinal

cronica (Takatori et al., 2009).

La EC también se ha asociado con ATG16L1y genes IRGM, que estan involucrados
en la autofagia. Lo cual se ha asociado con mutaciones en NOD2 o ATG16L1.
Siendo esta respuesta una inductora de la muerte apoptética y causante de la Ell
(zhang & Li, 2014).
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e Respuestainmune adaptativa

La inmunidad adaptativa es altamente especifica, trabaja con la memoria
inmunoldgica y depende del tipo y nimero de células T. Las células Thl, inducidas
por IL-12, producen una gran cantidad de IFN-y, mientras que las células Th2 liberan
IL-4, IL-5 e IL-13. Se cree que una respuesta inmune Th1l anormal causa inflamacion
intestinal en la EC, y se ha observado que las células T mucosas de pacientes con
EC producen mayores cantidades de IL-2 e IFN-y que las células T de los pacientes
con CU o los controles. También se ha demostrado que, en la CU, las células NK
atipicas liberan cantidades mas altas de la citoquina Th2 IL-13 que las células T de
los controles o pacientes con EC. Por lo tanto, se ha pensado que la EC se
caracteriza por una respuesta inmune Thl, mientras que la CU se ha considerado

como una enfermedad mediada por Th2 (Zhang & Li, 2014).

Por otro lado, Las células Th17 son un subconjunto de células T caracterizado por
la produccion de grandes cantidades de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. Las células
Th1l7 son inducidas por una combinacion de IL-6 y factor de crecimiento
transformante (TGF) -B, y su expansion es promovida por IL-23. La IL-21 producida
por las células Th1l7 a su vez aumenta su expresion del receptor de IL- 23, por lo
tanto, potencia la expansion de este subtipo de células mediante un ciclo de
retroalimentacion autorregulatorio positivo. Ademas, se ha identificado otro subtipo
de células T, a saber, las células Thl/ Th17, que liberan tanto IFN-y como IL-17A.
Se han detectado altos niveles de transcripcion de IL-17A tanto en la mucosa en la
EC como en la UC en comparacion con el intestino normal, y se ha observado
mediante inmunohistoquimica que IL-17A esta sobreexpresado en la lamina propia

de pacientes con Ell (Geremia et al., 2014).

3.2 Physalis peruviana L.

La Physalis peruviana L., también conocida como uchuva en Colombia, uvilla en
Ecuador, aguaymanto en Peru, topotopo en Venezuela y goldenberry en paises de

habla inglesa; tiene como nombre botanico Physalis peruviana Linnaeus, pertenece
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a la familia Solanaceae y al género Physalis. La P. peruviana L. es una planta
herbacea, semi-arbustiva, erecta y perenne en zonas subtropicales, puede crecer
hasta alcanzar 0.6 0 0.9 m o incluso hasta 1.8 m. Entre las partes de esta planta
estan: las hojas, el tallo, la flor; la cual es facilmente polinizable, y la fruta, que es
una baya jugosa con forma ovoide y un diametro entre 1.25 a 2.50 cm, 4y 10 g peso
(Puente et al., 2011).

3.2.1 Uchuva (fruto)

El fruto de la planta Physalis peruviana L., ha sido usado como fuente de
provitamina A, minerales, vitamina C y complejo vitaminico B. Contiene 15% de
sélidos solubles (principalmente azlcares), presenta un alto nivel de fructosa, lo
cual la hace valioso para los diabéticos; ademas contiene; fosforo, calcio, hierro,
acido ascorbico, hidratos de carbono, y un alto contenido de fibra dietética, que le
permite actuar como regulador intestinal (Ramadan, 2011).

3.3 MODELOS ANIMALES PARA EVALUAR ElI

Los estudios realizados en modelos animales para evaluar la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal han sido usados desde la década de los 80 en estudios de la
fisiopatologia de dicha enfermedad. Este tipo de estudios experimentales
inicialmente eran realizados en gusanos, como el Caenorhabditis elegans, sin
embargo, por su falta de compatibilidad con los sistemas inmunes y circulatorios de
los humanos, se empezaron a usar los roedores, los cuales si presentan
compatibilidad, ya que, presentan en su epitelio intestinal los mismos cuatro tipos
de células que los humanos: enterocito, céliz, paneth y enteroendocrino (Lin &
Hackam, 2011).

Entre las diferentes sustancias usadas en los estudios en modelos de animales se
encuentran: agentes quimicos, polisicaridos sulfatados e inmunocomplejos
microbianos. En general estos modelos son influenciados por la flora bacteriana
intestinal, suelen ser reproducibles en ratas y ratones, y ademas son faciles de
manipular (Mafié, 2007).
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3.3.1 Modelos quimicos para evaluar Ell

Los modelos quimicos se basan basicamente en la exposicién de la mucosa del
colon a un irritante quimico, que sea capaz de producir una colitis difusa (Aceituno
& Panés, 2005). Estos modelos son bastante usados en la actualidad, debido que
son relativamente econdémicos, faciles de usar y reproducibles; razén por la cual han
permitido que se tengan conocimientos de esta enfermedad en los seres humanos
(Mafié, 2007).

Entre los modelos animales usados para evaluar la enfermedad inflamatoria
intestinal encontramos: el modelo inducido por DSS, el modelo inducido por
oxazolona, el modelo inducido por iodacetamida, el modelo inducido por
indometacina, el modelo inducido por polisacarido-péptidoglicano, el modelo
inducido por acido acético, el modelo inducido por TNBS.

3.3.1.1 Modelo inducido por DSS

En este modelo se induce la inflamacion, administrando el sulfato de dextrano
sédico (DSS) disuelto en el agua para beber. La lesion generada afecta la mucosa
y submucosa intestinal, debido a que el DSS presenta una gran capacidad citotéxica
sobre las células epiteliales intestinales y los macrofagos, y ademas aumenta las
bacterias anaerdbicas gram-negativas. En dicha lesién se produce diarrea liquida,
Ulceras e infiltrado inflamatorio agudo y cronico en el segmento de colon afectado
(Mané, 2007; Aceituno & Panés, 2005).

Cuando se administra el DSS de forma continua, se desarrolla una colitis crénica
gue puede prolongarse varias semanas después del cese de la administracion; las
lesiones crénicas producidas tienen la presencia de foliculos linfoides y de displasia
epitelial. En las fases mas avanzadas, los animales tratados con DSS muestran una

elevada incidencia de cancer colonico (Mafié, 2007).

Al usar este método a nivel macroscoépico se aprecia un engrosamiento de la pared
y un acortamiento de la longitud del colon, al realizar la observacion histologica, se

observa un infiltrado celular inflamatorio de células plasmaticas y linfocitos, una
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alteracion de la morfologia de los macréfagos de la mucosa y submucosa, y la

aparicién de cambios regenerativos del epitelio del colon (Aceituno & Panés, 2005).
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4. METODOLOGIA

4.1 Recoleccion e identificacion taxondmica del material vegetal

El fruto de Physalis peruviana L. se recolectd en el municipio de Fusagasuga,
departamento de Cundinamarca, Colombia (4°20'14"N 74°21'52"0O, elevacion 1765
m.s.n.m.) y fue enviada al herbario de la Universidad de Antioquia, donde se

auténtico e identificé taxonomicamente (Anexo N°1).

4.2 Caracterizacion fisicoquimica de la fruta

Para la caracterizacion fisicoquimica de la fruta, se prepararon 3 muestras
independientes. A cada muestra se le determiné solidos soluble (°Brix), pH y acidez
titulable por triplicado. Para los sélidos solubles se emple6 un refractometro digital
(SPER SCIENTIFIC 300034) y para la medida del pH, se us6 un medidor de pH
(OHAUS® STARTER 3100). La acidez titulable se determin6 mediante una
titulacion con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N y con una solucion
alcohdlica de fenolftaleina al 1% como indicador; dichos resultados se reportaron
en g/100mL de acido citrico. Estos métodos se desarrollaron de acuerdo con los

lineamientos de la AOAC para el andlisis de alimentos (Licodiedoff; et al. 2013).

4.3 Preparacion del extracto total etandlico

Los frutos fueron secados por liofilizacion y molidos con el fin de someterse a
extraccibn por maceracibn con etanol al 96% a temperatura ambiente.
Posteriormente el extracto se filtré y se concentrd6 con un rotavaporador (R-3
BUCHI) a condiciones de temperatura controlada (40°C) y presién reducida. Una

vez obtenido el extracto este se almacend a -20°C hasta su respectivo uso.

4.4 Caracterizacion fitoquimica de la fruta

4.4.1 Tamizaje preliminar fitoquimico

En la caracterizacion del extracto total etandlico, se realiz6 un tamizaje preliminar
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fitoquimico al extracto obtenido de la fruta siguiendo la metodologia planteada por
Sanabria-Galindo, et al. (1997) y Aiyegoro y Okoh (2010), en la que se determind
cualitativamente y con ensayos por triplicado, si el extracto contaba con presencia
abundante (+++), presencia moderada (++), presencia leve (+) o no detectado (-) de
los siguientes metabolitos secundarios: alcaloides, cumarinas, taninos,

cardiotonicos, flavonoides, saponinas, terpenos, quinonas y compuestos fenalicos.

4.4.2 Cuantificacion fenoles totales

Para la cuantificacion de compuestos fendlicos se empleé el método de Folin-
Ciocalteu, siguiendo la metodologia expuesta por Del Toro Sanchez, et al. (2014).
En resumen, a 30 pL del extracto se le adiciono 150 puL de Folin-Ciocalteu a una
concentracion de 0.1 M, luego de 10 minutos se afiadié 120 pL de una solucién de
Carbonato de Sodio al 7.5%. La mezcla se incubo a temperatura ambiente durante
2 horas, posteriormente se procedid a realizar la cuantificacion
espectrofotométricamente en un lector de microplacas (Thermo Scientific Multiskan
EX) a 760 nm. La concentracion fendlica se determiné teniendo como patrén de
referencia el Acido Galico, por lo que los resultados se expresaron como mg de
acido galico por gramos de extracto seco.

4.4.3 Cuantificacion de flavonoides

Para cuantificar el contenido de flavonoides se realiz6 el método de tricloruro de
aluminio, siguiendo el procedimiento expuesto por Chang et al. (2002). En este
ensayo se mezclaron 100 pL del extracto con 100 pL de la solucién Nitrito de Sodio
(NaNO2) al 1.5%, la mezcla se agité por 10 minutos a temperatura ambiente. Se
tomaron 50 pL de la mezcla, se adicionaron 50 pL de Tricloruro de Aluminio (AICIs)
al 3% y se sembraron en una placa de 96 pozos, la cual se incubé con agitacion
durante 3 minutos en el lector de microplacas, luego se adicionaron 50 pL de una
solucion de Hidroxido de Sodio (NaOH) 1 N y se agito nuevamente durante 6
minutos, realizado esto, se ley6 la absorbancia en lector de microplacas (Thermo

Scientific Multiskan EX) a 450 nm. La concentracion de flavonoides se determin6
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teniendo como patron de referencia Catequina o Quercetina, por lo que los
resultados fueron expresados como mg de Catequina o Quercetina por gramos de

extracto seco.

4.5 Material bioldgico

Se obtuvieron ratones BALB/c hembras, con 10 semanas de edad,; las cuales fueron
suministradas por parte del Instituto Nacional de Salud (INS). Una vez adquiridos,
se mantuvieron en el Bioterio del campus de la salud de la Universidad de
Cartagena, en un ambiente libre de estrés, en cajas de policarbonato con filtro y
condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (22 + 3°C y 70% * 5%),
bajo ciclos de 12 horas de luz y oscuridad. Se les proveyé de alimentos y agua ad
libitum. Todos los experimentos fueron disefiados y conducidos de acuerdo con los

lineamientos del Comité de Etica de la Universidad de Cartagena (Anexo N°2).

4.6 Preparacion de la dieta suplementada con extracto de uchuva

4.6.1 Preparacion del alimento

La preparacion del alimento se realiz6 con comida LabDiet 5010, la cual fue
pulverizada y pasada por un tamiz numero 20, posteriormente, el alimento
pulverizado se aglutiné con solucion de almidén de maiz al 5 %, a la cual se le habia
incorporado la cantidad de extracto de acuerdo con el porcentaje correspondiente
de suplemento (0,15 % y 0,3 %). Luego de aglutinar el alimento, este se molde6 en
pequefios pellets y se procedié a secar en un horno a 40°C durante 7 horas
aproximadamente. Una vez preparado el alimento, se empacé en bolsas al vacio y

se almaceno a - 20°C hasta su respectivo uso.

4.6.2 Determinacion de los porcentajes a los cuales la comida fue
suplementada con el extracto

Con el fin de determinar la cantidad de extracto a incorporar en los alimentos
suplementados, se tuvo en cuenta la recomendacion por parte de la OMS que indica

gue una persona promedio de 70 Kg debe consumir aproximadamente 400 g de
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frutas y verduras al dia. Por tanto, se decidié suplementar la comida a 0.15y 0.3%
de extracto. Lo que equivale en la dieta de un ratbn BALB/c a un consumo
aproximado de 200 y 400 g de pulpa de fruta en un individuo de 70 Kg de peso.

4.7 Ensayos de toxicidad

4.7.1 Ensayo de toxicidad aguda

El ensayo de toxicidad aguda se realiz6 en ratones BALB/c hembra y machos, a los
cuales se les administro por via oral una dosis Unica de 2000mg/kg del extracto de
la fruta y se observaron durante 72 horas teniendo en cuenta los criterios
establecidos por un test hipocratico (Herrera, 2009) (Anexo N°3). El preparado
administrado, se realiz6 adicionando un vehiculo de 800 pL de agua estéril, 100 uL

de propilenglicol y 100 uL de glicerina a la cantidad de extracto determinada.

4.7.2 Ensayo de Toxicidad Cronica

En el ensayo de toxicidad crénica se usaron ratones BALB/c hembra, las cuales
fueron alimentadas con comida suplementada con extracto de la fruta al 0,3% y
observadas durante 28 dias teniendo en cuenta los criterios de un test hipocratico
(Herrera, 2009) (Anexo N°3). El ultimo dia del ensayo los animales fueron
sacrificados y se tomaron muestras de higado y rindn y se conservaron en formalina
tamponada para analisis histopatoldgico de los tejidos con microscopia éptica y con

una escala de valoracion libre de sesgos (Anexos N°4y 5).

4.8 Evaluacion del efecto modulador anti-inflamatorio del extracto total
etandlico del fruto de uchuva empleando un modelo de Ell inducido por DSS

Se desarrollé6 un modelo sub-agudo de Ell inducida con DSS al 3% siguiendo el
método descrito por Kim et al. (2012). El estudio se realiz6 en 5 grupos de 7 ratones
durante 30 dias. El grupo | correspondié al control sano a los cuales no se les
administro la solucion de DSS, mientras que en los grupos I, 11l y IV se emple¢ el

modelo de Ell durante los ultimos 10 dias; en el grupo Il no se suministr6 comida
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suplementada, entretanto, a los grupos Il y IV se les suministré6 comida
suplementada al 0,15 y 0,3% respectivamente; mientras que el grupo V se le
suministro alimento al 0,3%. Durante los 30 dias se realiz6 seguimiento de variacion
de peso (Anexo N°6) y al inducir la enfermedad se midié la consistencia de las
heces y el sangrado fecal, con el fin de determinar el indice de actividad de
enfermedad, siguiendo los parametros de un sistema de puntuacion (Li et al., 2014)
(Anexo N°7). Una vez terminados los 30 dias del ensayo los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical y se extrajo un segmento del intestino grueso
gue va aproximadamente desde el ciego hasta el recto y se almacenaron secciones

de 1 cm?de colén que fueron conservadas en formalina tamponada.

4.9 Evaluacién macroscoépicay analisis histologico.

La evaluacion del dafio macroscopico en el colon se evalué midiendo el peso y largo
del colon de cada ratén de los 4 grupos del ensayo. Por otra parte, en el andlisis
histolégico, se tomd una muestra del tejido de colon en formalina tamponada que
se incrusto en parafina, se cortd en secciones de 5 um y se tifio con hematoxilina y
eosina (H&E) y acido peryddico-Schiff (PAS) para el andlisis histopatolégico
(Murugan et al., 2017). Dichos cortes fueron analizados bajo microscopia 6ptica y

con una escala de valoracion libre de sesgos (Anexo N°8) por una patoéloga.

4.10 Anélisis estadistico

Los resultados correspondientes al ensayo fueron expresados como el promedio +
E.E.M y analizados mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de

Tukey post hoc para comparaciones multiples.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion taxondémica del material vegetal

La identificacion taxondmica de la muestra de material vegetal enviado al Herbario
de la Universidad de Antioquia confirmd que el material enviado correspondia al
fruto de la especie de Physalis peruviana L., la cual se identific6 con el Voucher
199086 (Anexo N°1).

5.2 Caracterizacién fisicoquimica de la fruta

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del fruto se encuentran
expresados como el promedio + E.E.M. (n = 9) en la Tabla 1. Los pardmetros
fisicoquimicos establecidos en dicha caracterizacion permiten estimar que los
resultados obtenidos en esta investigacion se encuentran condicionados por los
valores reflejados, los cuales, al ser comparados con la norma técnica colombiana
NTC 4580, permiten inferir que el fruto usado en esta investigacion corresponde a
una madurez grado cuatro que hace referencia a un fruto de color anaranjado claro
(Norma técnica Colombiana NTC 4580, 1999).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos determinados en el fruto de Uchuva.

Sdlidos Solubles (°Brix) 14,20 + 0,06
pH 3,52 + 0,006
Acidez titulable (g/100Ml) 2,15+0,01

En otro estudio en el que se realizo caracterizacion fisicoquimica de la uchuva se
determind que el material vegetal que estos usaron tenia un pH de 3,7 y una acidez
titulable de 2 e indicaron que dichos valores no se encuentran alejados de los
valores del ecotipo usado para exportar, en el cual el pH es 3,4 y la acidez titulable
es de 1,6. Al comparar dichos valores con los del presente estudio, es valido afirmar
gue el fruto usado en este estudio cuenta con las condiciones Optimas y semejantes
a las establecidas para la comercializacion y consumo (Mendoza & Rodriguez,
2012).



5.3 Preparacion del extracto total etandlico

Al realizar el secado de la pulpa de la fruta por liofilizacién se obtuvo un rendimiento
de fruta deshidratada de 18,08%. En lo que respecta al rendimiento referente a la
extraccion por maceracion de la pulpa de fruta deshidratada el porcentaje fue de
44,70%.

5.4 Caracterizacion fitoquimica de la fruta

Los resultados de la caracterizacion fitoquimica del extracto total etandlico del fruto
de Physalis peruviana L., demostraron la presencia abundante de cumarinas,
presencia moderada de glucésidos cardiotdnicos y presencia leve de compuestos
fendlicos. Hallazgo coherente con lo reportado por Rutz et al., 2012. Adicionalmente
no se observé presencia de flavonoides, leucoantocianidinas, quinonas, saponinas,

taninos, triterpenos y esteroides.

En relacién con la cuantificacion de compuestos fendlicos, se encontré que el
extracto de fruta de Physalis peruviana L., tiene 0,53 + 0,011 mg de acido galico/g
de pulpa de fruta; en cuanto al contenido de flavonoides, la cantidad determinada
por el método de ftricloruro de aluminio fue nula. La ausencia de flavonoides es

coherente con los resultados obtenidos en el tamizaje preliminar fitoquimico.

En dos estudios realizados previamente por Restrepo (2008) y por Botero (2008),
se encontré que la fruta presentaba una alta cantidad de compuestos fendlicos, los
cuales, fueron de 0,4045 + 0.93 mg de &cido galico / g de muestra y 0,3915 + 5.43
mg de acido galico / g de muestra, respectivamente en cada estudio. Al comparar
dichos valores, con los obtenidos en el proyecto, se pudo apreciar que habia

similitud entre los resultados.
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5.5 Ensayos de toxicidad

5.5.1 Ensayo de Toxicidad Aguda

Una vez realizada la caracterizacion fitoquimica se procedié a evaluar la toxicidad
del extracto. Primeramente, en la toxicidad aguda, se evalué los posibles efectos a
una dosis de 2000 mg/Kg administrada una sola vez por via oral, en esta evaluacion,
los animales fueron observados durante 72 horas, teniendo en cuenta los
parametros establecidos por el test hipocratico (Herrera, 2009), el cual permitié
apreciar que durante dicho tiempo no se presentaron signos de toxicidad en ninguno

de los animales.

5.5.2 Ensayo de Toxicidad Cronica

Posterior a la evaluacion de toxicidad aguda, se evalué si al administrarse el
alimento suplementado al 0,3% habria efectos toxicos. Para ello, los animales se
observaron diariamente durante 28 dias, siguiendo los criterios establecidos por el
test hipocratico (Herrera, 2009); el cual permitié inferir que durante dicho tiempo no
hubo signos de toxicidad en los ratones a los que se les suministro el alimento

suplementado con el extracto al 0,3%.

Con el fin de seguir investigando acerca de la toxicidad del extracto total etandlico
del fruto de Physalis peruviana L., se tomaron muestras de higado y rifion de los
ratones y se les realizo un analisis histopatolégico; el cual revelo, que, en el tejido
hepético, no se presentd inflamacion, necrosis, apoptosis, lesiones hepatocelulares,
cambios regenerativos, congestion vascular ni neoplasia (Figura 2). Y que en el
tejido renal no habia presencia de edema, tubulitis, necrosis tubular aguda,
distalizacion, fibrosis, infiltrado intersticial ni congestion vascular (Figura 3). Estos
parametros fueron medidos utilizando una escala de 1-3, que fue disefiada por el

patologo, donde: 0, ninguno; 1, leve; 2, moderado y 3, severo.
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Los hallazgos histolégicos mencionados, indican que el extracto de Physalis
peruviana a dosis iguales e inferiores a 0,3% no produce toxicidad renal ni hepética,
lo que es evidente al compararlo con el grupo sano, con el cual no tienen una

diferencia significativa.

Uchuva 0,3%

W
A

Figura 2. Andlisis histolégico de tejido hepatico de ratones tratados con extracto total etandlico del
fruto de Physalis peruviana, calificado por un pat6élogo. Ampliacién original 20X. Los resultados

representan la media + E.E.M. (n = 7).

Uchuva 0.3%

Figura 3. Analisis histolégico de tejido de rifidn de ratones tratados con extracto total etandlico del
fruto de Physalis peruviana, calificado por un patélogo. Ampliacidn original 20X. Los resultados

representan la media + E.E.M. (n = 7).
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Al comprobarse que no habria efectos toxicos al administrar alimento suplementado
con extracto al 0,3%, se procedi6 a evaluar el efecto modulador anti-inflamatorio en

el modelo establecido.

5.6 Evaluaciéon del efecto modulador anti-inflamatorio del extracto total
etandlico del fruto de uchuva empleando el modelo de Ell inducido por DSS

En primera instancia se tuvo en cuenta que, la enfermedad inflamatoria intestinal se
caracteriza por generar pérdida de peso tanto en los individuos que padecen la
enfermedad como en animales a los cuales se les induce quimicamente con
agentes como el DSS (Dopp, s.f.), por lo cual se evalué la variacion de peso en los
ratones durante los 30 dias del ensayo, dicha evaluacion se realiz6 comparando el
peso de los ratones durante los dias del ensayo con respecto al peso que tenian al
momento de iniciar el estudio, obteniéndose los resultados expresados en la Figura
4.

Estos resultados reflejan que mientras el grupo | correspondiente al control sano
mostré un aumento de peso, en los grupos que se indujo la Ell con DSS hubo una
disminucién de peso consecutiva con los dias en los cuales se iban enfermando.
También cabe destacar que en los grupos que se suministré alimento suplementado
al 0,15y al 0,3% con el extracto total etandlico del fruto de uchuva, se pudo observar
una menor variacion en la disminucion del peso corporal de los ratones frente a la
disminucién que presentaron los animales del grupo enfermo; siendo el grupo con
alimento suplementado al 0,15%, en el que se dio menor disminucion de la variacién

del peso.
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Figura 4. Medida de la variacién de peso en los ratones durante los dias que se indujo el modelo

de Ell. Los resultados se representan en porcentaje de la variacion de peso (n=7).

Por otro lado, se determind el indice de actividad de la enfermedad (Figura 5), el
cual fue dado bajo un puntaje que se calcul6 de acuerdo con la variacion de peso,
la consistencia de las heces y el sangrado en heces. Esto teniendo en cuenta que
alinducir la Ell con DSS, se dan efectos toxicos en el epitelio del colon que conllevan
a ulceracion del tejido, pérdida de peso y de apetito y a un posterior cuadro de
diarrea y sangrado fecal (Bolivar et al., 2015). Lo anteriormente mencionado se vio
reflejado en los ratones, y concuerda con los resultados de la Figura 5, en los que
se evidencia que el grupo enfermo con DSS obtuvo un mayor puntaje en el indice
de actividad de la enfermedad en comparacion con los grupos a los que se les
suministro la comida suplementada con el extracto, en los cuales se observa que
hubo una atenuacion de los efectos de la Ell. Dicha atenuacion se observd mas
marcada en el grupo con alimento suplementado al 0,15 %, lo cual va en
concordancia con los resultados de variacion de peso y sugieren que a esta

concentracion el extracto hubo un mayor efecto modulador.
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Figura 5. Cambios del indice de actividad de la enfermedad durante los dias que se indujo la Ell
con DSS. Los resultados de encuentran expresados como la media = E.E.M. (n=7) (* p <0,01 y **p

<0,001 estadisticamente significativos en comparacion con el grupo enfermo con DSS).

De acuerdo a lo revisado en la literatura, no se encontraron otros estudios que
evallen el efecto modulador en la Ell por parte del extracto total etandlico del fruto
de uchuva, sin embargo, se ha reportado que el fruto de p.p demostré tener un
efecto inmunomodulador al inhibirse la produccion de citocinas pro-inflamatorias IL-
6, 18 y TNF-a en un modelo de hipertensién arterial, lo cual se atribuyé a los
metabolitos secundarios con los que cuenta el fruto de esta planta (Mundo Ocampo,
2016). Dicho reporte sirve de base para explicar el resultado observado en este
estudio en el que se evidencid la atenuacion del indice de actividad de enfermedad
inflamatoria intestinal en los ratones a los que se les suministro alimento

suplementado con extracto.

5.7 Evaluacién macroscoépica del colon

Una vez finalizado el ensayo con el modelo de inflamacién, se sacrificaron los
ratones y se extrajo el colén con el fin de realizar evaluaciones que permitan
corroborar el efecto del extracto. Entre estas se evaluaciones, se realizd la
evaluacion macroscopica, la cual se realizd, partiendo de que en la enfermedad
inflamatoria intestinal se presentan como caracteristicas macroscopicas, el
engrosamiento de la pared intestinal y el acortamiento en la longitud del colon

(Kasper et al., 2016; Mafé, 2007), se evaluaron mediante la observacién y medicion,
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los tejidos coldnicos de los diferentes grupos de animales del estudio, como se

observa en la Figura 6.

Como era de esperarse, el control sano tuvo un aspecto normal y la longitud del
tejido coldnico fue mayor, mientras que los grupos a los que se les indujo la Ell con
DSS presentaron un acortamiento en la longitud del colon y cierto grado de
engrosamiento de la pared intestinal. Por otro lado, pudo apreciarse que los grupos
a los que se les administro el alimento suplementado con el extracto al 0,15y 0,3%,
presentaron una mayor longitud de colon, en comparacion con el grupo al que solo
se le administro DSS; siendo el grupo con alimento suplementado el que mostré
menor acortamiento frente al grupo con alimento al 0,3%, sin embargo, las
diferencias no fueron significativas entre ambos grupos, mientras que si lo fueron
con respecto al grupo enfermo. Lo anterior, evidencioé que el extracto de Physalis
peruviana L. presento un efecto antiinflamatorio, ya que permitié que el acortamiento
del colon se diera en menor medida en los grupos tratados, lo cual indica que hubo

menor grado de inflamacion.
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Figura 6. Evaluacion macroscopica de los tejidos de colon obtenidos de ratones BALB/c con colitis
inducida con DSS. A) Segmentos colénicos de los grupos incluidos en el estudio. B) Longitudes de
los tejidos de colon; Los resultados representan la media + E.E.M. (** p <0,01 y *** p <0,001

estadisticamente significativos en comparacion con el grupo enfermo).
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De igual forma, para evaluar el dafio macroscopico en los tejidos de colon, se utilizd
la relacion peso/longitud del colon; la cual indica el grado de dafio que se presenta
en la mucosa intestinal (Anand & Sunita, 2008).

En la Figura 7, se encuentran expresados los valores dados por dicha relacion,
donde se observa que hay un gran aumento de dicha relacion en el grupo que se
indujo la Ell con DSS, debido a que este agente provoco lesiones que afectaron la
mucosa y submucosa intestinal (Mafi€, 2007); mientras que en los grupos tratados
con el extracto de Physalis peruviana L. se redujo el indice, indicando una mejora

de la enfermedad inflamatoria intestinal.
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Figura 7. Dafio macroscoépico de los tejidos de colon obtenidos de ratones BALB/c con colitis
inducida con DSS. Los resultados representan la media + E.E.M. (* p <0,01 y *** p <0,001

estadisticamente significativos en comparacion con el grupo enfermo).

De acuerdo a lo revisado en la literatura, no se han reportado estudios en los que
se relacionen las caracteristicas macroscoépicas con el efecto antiinflamatorio del
extracto total etandlico del fruto de Physalis peruviana L., sin embargo, si se
encontré un estudio en el cual se demostro que el extracto total etéreo de los calices
de P. peruviana L., si presentan un efecto antiinflamatorio, debido a que disminuyen
el dafo de la mucosa intestinal, la presencia de ulceras , el engrosamiento y la

relacion peso/longitud del tejido colénico con Ell (Castro et al., 2013).
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5.8 Evaluacién histopatologica del tejido colonico

Partiendo que, en la enfermedad inflamatoria intestinal puede presentarse
ulceracion, inflamacién, edemas, hemorragia, fibrosis e infiltracion de neutrofilos en
la capa mucosa, alteraciones en la capa submucosa y en la muscular (Kasper et al.,
2015); se evaluaron las muestras de tejido col6nico usando la tincion de H&E; la
cual proporciono6 una vision mas detallada del tejido colonico y permitié evidenciar
anormalidades o cambios en las células (Santos, 2017), tal como se aprecia en la

Figura 8.

Como era de esperarse el grupo sano y el que se le administro el alimento
suplementado al 0,3%, se encontraron en condiciones normales y sin ningun tipo
de cambio en las células; mientras que los grupos en que se indujo la Ell pudo
apreciarse, ulceracion, edema, fibrosis, inflamacion, infiltracion de neutréfilos y un
aumento en el grosor de la capa submucosa y la capa muscular; sin embargo es
importante destacar que el grupo tratado con el alimento suplementado al 0,15% a
pesar de presentar cambios en sus células, restauro el tejido colonico y redujo la

infiltracion de los neutrofilos.
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Figura 8. Andlisis histopatolégico usando la tincion de H&E en los tejidos de colon obtenidos de
ratones BALB/c con colitis inducida con DSS, calificado por un patélogo. Ampliacion original 20X.
Los resultados representan la media + E.E.M. (n = 7) (* p <0,01 y **** p <0,0001 estadisticamente

significativos en comparacion con el grupo sano).
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Un estudio realizado por Rivera et al., revelo que los glucésidos presentes en el
extracto etanolico de calices de Physalis angulata L. y sus fracciones, redujeron el
dafio tisular, restauraron la arquitectura del tejido y disminuyeron el edema y la
infiltracion celular en orejas inflamadas con 12-O-tetradecanoil-forbol-13 acetato
(Rivera et al., 2018); dicha mejora de las caracteristicas histoldgicas, se dio de forma

similar a las del extracto total etanolico de Physalis peruviana L en el tejido del colon.

A su vez, teniendo en cuenta que, en la enfermedad inflamatoria intestinal se
presenta disminucién de las células caliciformes intestinales (Gassull et al., 2007);
se realizo la evaluacion histologica de las muestras de tejido colonico utilizando la
tincibn de PAS; la cual evidencio la presencia de dichas células caliciformes
(productoras de moco), debido a que las tifio de color rojo (Hajar et al., 2013), como

se aprecia en la Figura 9.
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Figura 9. Andlisis histopatolégico usando la tincién de PAS en los tejidos de colon obtenidos de
ratones BALB/c con colitis inducida con DSS, calificado por un patélogo. Ampliacion original 20X.
Los resultados representan la media + E.E.M. (n = 7). (* p <0,001 y **** p <0,0001 estadisticamente

significativos en comparacién con el grupo sano).
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Como era de esperarse, en el grupo sano no hubo deplecién de células caliciformes;
mientras que en los grupos restantes si se dio cierto porcentaje de deplecion de
dichas células. En el caso del grupo tratado con el alimento suplementado al 0,15%
pudo apreciarse que este a pesar de presentar deplecion de células caliciformes,
estas, fueron inferiores a las presentadas en los animales enfermos que recibieron
el alimento suplementado al 0,3% y los animales con DSS, los cuales presentaron
diferencias significativas con respecto al grupo sano y no presentaron diferencias
entre si. Por otra parte, se observé que el grupo que solo contaba con alimento
suplementado al 0,3%, no present6 diferencias significativas con el grupo sano,
indicando que el extracto no es responsable de la deplecion de las células

caliciformes.

Lo anterior corroboré que el extracto de Physalis peruviana L. presentd un efecto
antiinflamatorio, debido a que, aumento la cantidad de células caliciformes, las
cuales son importantes porque protegen el intestino del dafio mecanico, de los
efectos nocivos del acido estomacal (el moco mantiene separados a los acidos y las
enzimas del tejido intestinal), de las bacterias y de los virus patégenos (Quigley,
2001). Y ademas disminuyo el grado de inflamacién de la capa submucosay la capa

muscular, se dio restauracion del tejido y se redujo la infiltracién de neutréfilos.

Una vez realizadas todas las evaluaciones de este trabajo, se logra apreciar que
hubo una modulacién de los efectos de la Ell, especialmente en el grupo de
animales que recibié alimento suplementado al 0,15% de extracto total etandlico,
esto se puede justificar teniendo en cuenta los metabolitos determinados en la
caracterizacion fitoquimica de este trabajo; en la cual se encontré la presencia de
fenoles, que segin Ramadan (2011) y Ochoa & Saint (2017), son compuestos
bioactivos, que al estar presentes en el fruto son los responsables de las
propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-hepatotoxicas y anti-hepatomas
del fruto de Physalis peruviana L. (Ramadan, 2011; Ochoa & Saint, 2017).

Por otro lado, en este estudid también se logré6 determinar la presencia de
cumarinas en el extracto total etanélico, metabolito que segun lo reportado en la

literatura se encuentra presente en plantas a las cuales se les ha atribuido y
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demostrado el efecto antiinflamatorio, como lo son el caso de Solanum nigrum L.
(Chang et al.,2013) y de Annona squamosa L. (Gomez et al., 2011). De igual forma,
se encontrd un estudio con extracto total etandlico de uchuva en un modelo de
actividad antihipertensiva donde sefialan la presencia de cumarinas que podrian

estar relacionadas con el efecto hipotensor observado (Martinez Gomez, 2015).

Por otra parte, a pesar de que en este estudio no se determind la presencia de
withanolidos, se encontré en la literatura un estudio en el cual se aislaron diferentes
withanolidos de un extracto de uchuva y los cuales fueron evaluados, demostrando
tener efectos anti-inflamatorios y anticancerigenos (Pezzuto et al., 2016), por lo que
es factible atribuir que la presencia de estos metabolitos pudo generar el efecto

observado en el presente estudio.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con la caracterizacion fisicoquimica realizada, el fruto utilizado en
este estudio tiene un grado de maduracién cuatro y cuenta con las condiciones
Optimas de consumo y comercializacion.

En cuanto a la caracterizacion fitoquimica, el fruto tiene como metabolitos
secundarios cumarinas, compuestos fendlicos y glucidos cardiotonicos.

El extracto total etandlico no genero toxicidad aguda al administrarse en una
dosis de 2000 mg/Kg y de igual forma no se dieron efectos toxicos en higado ni
rinidn en el modelo de toxicidad crénica con el alimento suplementado al 0.3%.
El extracto total etandlico demostrd tener un efecto atenuante en el indice de
actividad de la enfermedad inflamatoria intestinal.

El extracto total etandlico demostré tener una tendencia a generar un efecto
antiinflamatorio al evitar que se diera un gran acortamiento en la longitud y
disminuir el dafio macroscoépico en los ratones con alimento suplementado.

El extracto total etandlico demostré tener una tendencia a generar un efecto
antiinflamatorio en los ratones con alimento suplementado al 0,15% al atenuar
la deplecion de células productoras de moco a nivel colonico, disminuir el grado

de inflamacion de la capa submucosa y reducir la infiltracion de neutrofilos.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otras investigaciones con fruto de uchuva bajo otras
condiciones fisicoquimicas con el fin de observar si se presentan diferencias
significativas en cuanto a la actividad promisoria.

Se recomienda realizar estudios, en los cuales se utilicen patrones en las
pruebas fitoquimicas, para evaluar de forma méas exacta y precisa la presencia
de los metabolitos secundarios.

Evaluar los posibles efectos adversos que podrian conllevar el consumir de una
forma mas prolongada el alimento suplementado con el extracto total etandlico
del fruto.

Realizar un ensayo en un modelo de Ell crénico que contemple mayor duracion
de tiempo.

Realizar estudios fitoquimicos que permitan aislar e identificar los compuestos a
los cuales se debe el efecto antiinflamatorio.

Se recomienda realizar el ensayo a las mismas concentraciones con el fin de

corroborar los resultados observados en este trabajo.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO N°1. Identificacion taxondémica de Physalis peruviana L.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
Instituto de Biologia
UNIVERSIDAD Herbario

DE ANTIOOUIA

21401205-029

Registro Nacional de Colecciones Biolégicas # 027
CERTIFICADO DE DETERMINACION Y DEPOSITO DE
MATERIAL BOTANICO

Fecha de expedicion: 1 de abril de 2016

Colector/cliente: Universidad de Cartagena

Correo-e: jcastrog@unicartagena.edu.co

Nombre del proyecto: Evaluacion del efecto inmunomodulador relacionado
con el consumo de frutas cultivadas en Colombia, en un modelo de

enfermedad inflamatoria inducida por DSS.

Permiso de estudio: RESOLUCION No 0751 de 27 de junio de 2014, expedida
por CARDIQUE.

El Herbario Universidad de Antioquia (HUA) certifica que las colecciones de
plantas relacionadas en las tablas anexas fueron depositadas y/o
determinadas en nuestro herbario.

Ciudad Universitaria: (

herbar 1 educos M
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UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Instituto de Biole

ANEXO 1. Especimenes determinados y depositados en HUA.

Numero registro | Colector | Familia Especie Nombre comtn
199079 Franco L. | Rosaceae Rubus glaucus Mora de castilla
195080 Franco L. | Solanaceae Solanum betaceum Tomate de arbol
199081 Franco L. | Passifloraceae | Passiflora edulis Maracuya, gulupa
199082 Franco L. [ Annonaceae Annona cherimola Chirimolla
199083 Franco L. | Cactaceae Hylocereus megalanthus Pitahaya
1992084 Franco L. | Solanaceae Solanum quitoense Lulo
199085 Franco L. | Passifloraceae | Passiflora cumbalensis Curuba
199086 Franco L. | Solanaceae Physalis peruviana Ochuva
201951 Franco L. | Annonaceae Annona muricata Guanabana
201952 Franco L. [ Myrtaceae Psidium friedrichsthalianum | Guayaba agria
201953 Franco L. | Sapotaceae Pouteria sapota Sapote
201954 Franco L. | Calophyllaceae | Mammea americana Mamey
201955 Franco L. | Sapotaceae Manilkara zapota Nispero

Atentamente

N\ oder

FELIPE ALFONSO CARDONA N.

Jefe de seccidn

Ciudad Universitaria: Calle 6

Four
elono

219
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9.2 ANEXO N°2: Permiso del comité de ética

Universidad
de Cartagena

Fencass e AT

PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto fitulodo “EVALUACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR
RELACIONADO CON EL CONSUMO DE FRUTAS CULTIVADAS EN COLOMSBIA, EN UN MODELO
DE ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL INDUCIDA POR DSS", presentado por RUBEN
DARIO SALAS DIAZ, docente de lo Facultod de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Corlagena. se gjusta a los requerimientos de los referentes éticos
contemplados en ka resolucion 8430 de 1993 del Minkteric de Salud y al
Reglamento de Etica de la Universidad de Corfagena, 1al como consta en el Acta
N° 74 del Comité de Etica en Investigaciones del dia 5 de junio de 2014,

Para constancia se firma en o cluded de Cartagena, a los once (11) dias del mes
de junio del ano dos mil catorce (2014). f

/
|’ |/

e Uleeee (]

ALVARO oﬁu DIAZ, MD’
Pr

Cartagena dw inctas, D7y C - Colomine

f e
2 - e investgaca
| £ ’\ Contro— Cra. 4 No. 5540, Qautieo de la Merced Telelas 6642663
| & man weti
| \
ot
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9.3 ANEXO N°3. Test hipocrético para evaluar toxicidad

UMNIVERSIDAD DE CARTAGEMNA :
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS | o 055 ,

Version: 01

Fecha Test de Toxicidad.,
| 2011/08/22

Pagina 1 de 1

huastra:

Dasis, Via de administracion y Vehicula:

Hora de administracion:

Fecha:

Responsabla:

Parametros: Tiempo de repuesta

SMNC

Actividad motora

Reaccion de alarma

Temblores

OREIAS

Palides

Hiparamia

Cianosis

EFECTOS GENERALES

Salivacion

Pilo ereccion

Miccion

Diarrea

EFECTOS SUBJETIVOS

Agresivo

Pasivo

Temercss

OBSERVACIONES

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
lenny Castro Guearrero Yanet Ocampo Busndia Luis A Franco O




9.4 ANEXO N°4. Registro de analisis histopatoldégico de Rifidn

i 1 UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
L\ ! FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS &
¥ GRUPD EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS )

EB-RE-21: Andlisis Histopatolégico RIRGn Pégina 1 de 1

20012/09/03

FECHA (o fMes/ aRo):

MUESTRA:
AMNALIZADD POR:
ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRAS REMAL
Critarios da Evaluacidén
1] 1 2 3
Halla H logico Observacion
zgos Histopatologicos [Ninguno] | (Leve] | (Moderado)| [Severs) rvaclones
Edema
Tubalitis

Cambios Regenerativos
Mecrasis Tubular Aguda
Distalizacion
Fibrasis

9.5 ANEXO N°5. Registro de analisis histopatoldgico de higado.

;’: '-l UMIVERSIDAD DE CARTAGEMA
% I FACULTAD DE CIENCIAS FARMACELTICAS &
F’.b, i~ GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS r
EB-RE-21: Analisis Histopatoldgico Higado Pagina 1 de 1
Fechac 2012

AMALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRA HEPATICA

Criterios de Evaluacidn

Hallazgos Histopatologicos 0 1 2 3

(Ningunc)| (Leve) | (Moderada) | (severo) | OPservadiones

Inflamacion y Necrosis/Apoptosis

1 Espacio Porta

2 Zonade Interfase

3 Lobulillar

Lesiones Hepatocelular

1 Degeneracion Balonizante

2 Vacuolizacidn

3 Colestasis

Cambios Hnﬁeneraﬁm

Congestidn Vascular

Meoplasias
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9.6 ANEXO N°6. Registro de control de peso.

i 1§
\'(:‘/ GRUPO DE EVA S PROMISORIAS
Control de peso
& W animal Dia: Diz: Dia: Diz: Dia: Dia: Diz:
=rupa amma Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
1
2
3
Control sano 4
5
[
7
1
2
3
DSs 4
5
[
7
GR us AS PROMISORIAS
Contrel de peso
& ° amimal Dia: Dia: Dia: Dia: Diz: Dia: Dia:
=rupn animal Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
1
2
3
D55 + Uchuva
4
250mg/ke
5
3
7
1
2
3
D55 + Uchuva
4
S00mg/ke
5
[
7

67



9.7 ANEXO N°7. Registro de indice de actividad de enfermedad.

1%
B3/ TP
'\(\;\‘/’ R U F
indice de Actividad de la enfermedad
Pérdida de peso Consistencia de las heces sangrado recta
Grupo Animal H 5 5 d Puntaje
0% | 1-5% |5-10% | 11-20%| >20% | Normal > | Diarrea | Negativa anere anerace
blandas oculta abundante
1
2
| 3
Control
Dss 4
5
4]
7
1
2
Control 3
D55 + 4
250mg/kg 5
[
7
§i7
\:,9/ GRUPO DE EVA
+
I'ndicel de actividad de la enfermedad
Pérdida de peso Consistencia de las heces Sangrado recta
Grupo Animal Puntaje
P 0% | 1-5% |5-10% | 11209 | >20% | Normal | M55 | Disrres | Negativa | SoNETE sangrado !
blandas oculta abundante
1
2
Control 3
D55 + 4
500me/ke 5
5]
7
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9.8 ANEXO N°8. Registro de analisis histopatologico del colon.

k'g /3 UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
N A o FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS &
SRS GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS .
Version: 01
Fecha: 2012/09/03 EB-RE-19: Andlisis Histopatolégico Tejido Colénico Pégina 1 de 2
FECHA (Dia /Mes/ AR0):
MUESTRA:
ANALIZADO POR:
ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRA DE COLON
2 0 1 2 3 a4
Dipe Skl e ot (Ninguno) | (Ligero) | (Leve) | (Moderado) | (severo)
Ulceracion
Infiltracion polimorfonucleares
Infiltracion mononucleares
Fibrosis
MUCOSA Edema
Actividad mitética
Dilatacion
Deplecion de células caliciformes
Infiltracién de polimorfonucleares
SUBMUCOSA | Infiltracion de mononucleares
Edema
CAPA Infiltracién de polimorfonucleares
MUSCULAR | Infiltracién de mononucleares
SEROSA Infiltracion de polimorfonucleares y
mononucleares
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