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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental y enfoque cuantitativo,
cuyo objetivo fue Determinar la actividad Hepatoprotectora del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” en el dafio hepatico agudo
inducido por tetracloruro de carbono, donde se emplearon 16 animales de
experimentacion, se dividio aleatoriamente en 4 grupos (n: 4). Grupo negativo: solo
recibié agua ad libitum y alimento. Grupo positivo: se le indujo la hepatotoxicidad
con CCls a dosis de 2mL/kg durante 7 dias, el grupo de Silimarina: recibié 100
mg/kg. Grupo experimental del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor
recibié 200 mg/kg, mediante sonda orogastrica durante 7 dias, administrando CCl, al
6to y 7mo dia en una concentracion de 2mL/kg. Al finalizar el procedimiento
experimental se encontr6 mediante los valores séricos de las transaminasas que el
grupo positivo tetracloruro de carbono tuvo una elevacion de las transaminasas TGO
(415 + 1.3), TGP (88.2 + 1), ALP (217.2 + 13.3), BILd (1.0 0.63), BILt
(1.7%0.40), una disminucion de ALB (3.2£0.2) y TP (7.1+0.5). Mientras el grupo
experimental del extracto hidroalcoholico Gentianella bicolor, tuvo una disminucion
significativa de transaminasas TGO (37.5 = 1.7), TGP (65.7 £ 2.9), ALP (197.2 £
16.5), BILd (0.6 %£0.08), BILt (1.5 *0.16), un aumento significativo de ALB
(3.9+0.1) y TP (7.420.3). Mediante la prueba ANOVA se obtuvo diferencia
significativa entre grupos (p<0.05). Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de
Gentianella bicolor a una dosis de 200mg/kg demostré un efecto hepatoprotector

contra la lesion hepatica inducida por el tetracloruro de carbono (CCly).

Palabras claves: Hepatoprotector, Gentianella bicolor, tetracloruro de carbono,
silimarina

Vi



ABSTRACT

The present research work was of an experimental type and quantitative approach,
whose objective was to determine the hepatoprotective activity of the hydroalcoholic
extract of Gentianella bicolor "Corpus huay" in the acute liver damage induced by
carbon tetrachloride, where 16 experimental animals were used. randomly divided
into 4 groups (n: 4). Negative group: only received water ad libitum and food.
Positive group: hepatotoxicity was induced with CCI* at a dose of 2mL / kg for 7
days, the Silymarin group: received 100 mg / kg. Experimental group of the
hydroalcoholic extract of Gentianella bicolor received 200 mg / kg, by orogastric
tube for 7 days, administering CCls on the 6th and 7th day at a concentration of 2mL
/ kg. At the end of the experimental procedure, it was found through the serum values
of the transaminases that the positive group carbon tetrachloride had an elevation of
the transaminases TGO (41.5 £ 1.3), TGP (88.2 + 1.), ALP (217.2 £ 13.3), BILd (1.0
+ 0.63), BILt (1.7 £ 0.40), a decrease in ALB (3.2 £ 0.2) and TP (7.1 = 0.5). While
the experimental group of the hydroalcoholic extract Gentianella bicolor, had a
significant decrease in transaminases TGO (37.5 = 1.7), TGP (65.7 + 2.9), ALP
(197.2 £ 16.5), BILd (0.6 + 0.08), BILt (1.5 + 0.16), a significant increase in ALB
(39+£0.1) and TP (7.4 £ 0.3). Using the ANOVA test, a significant difference was
obtained between groups (p <0.05). It is concluded that the hydroalcoholic extract of
Gentianella bicolor at a dose of 200mg / kg demonstrated a hepatoprotective effect

against liver injury induced by carbon tetrachloride (CCl.).

Key words: Hepatoprotective Gentianella bicolor, Carbon tetrachloride, silymarin.
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. INTRODUCCION

Las enfermedades hepéticas es un problema para la salud a nivel del mundo
formando parte de las 10 primeras causas de muerte. Las tasas méas elevadas se
presentan el Moldavia un 91/100.000 de los habitantes, de la misma forma se
presenta en Hungria un 85/100.000 de sus habitantes, mientras tanto la cifra méas baja
se da entre tres a cinco por cien mil habitantes esto corresponde a Irlanda, Holanda,
Israel. Asi mismo en los paises latinoamericanos como: Per(, Colombia, Chile y
México, las enfermedades hepéticas ocupan el quinto y sexto lugar como

consecuencia de muertes en general. 12

A Nivel mundial el principal causante en las enfermedades hepatica
mas comunes son, por el consumo excesivo de bebidas alcoholicas y enfermedades
viral crénica, ademas la causa menos frecuente se da por las enfermedades hepaticas
autoinmune entre ello tenemos la hepatitis, cirrosis biliar primaria y colangitis.® Las
enfermedades metabolicas como la enfermedad de Wilson, deficiencia de alfa-1-
antitripsina, Hemocromatosis, fibrosis Quistica, asi mismo como la Esteatosis

hepatica no alcoholica.!

En el Per( las enfermedades hepaticas, asi como la cirrosis hepatica, incrementaron
al quinto puesto en el ranking de mortalidad general. Asimismo, es la segunda causa
de muerte en pacientes entre los 30 y 59 afios.® Dado que el higado es el 6rgano mas
importante, debido a sus diferentes funciones como, metabolismo energético,
biotransformacion de sustancias exdgenas y endogenas, sintesis de proteinas.* De
manera que el higado es propenso a sufrir dafios por la exposicion a sustancias

toxicas debido a que el sistema circulatorio lleva hasta el higado sustancias toxicas o



también pueden volverse toxicas mediante la transformacion que tiene lugar a la

bioactivacion.®

El dafio hepético es producido por la administracién de altas dosis de drogas o
xenobidticos donde puede sufrir diversos dafios hepéaticos ya que existe mas de cien
enfermedades a causa de esto.® El higado es altamente delicado a los efectos
adversos de los xenibidticos de su principal metabolismo y excrecion.” El dafo
producido en el higado es causada por la prescripcion de todos los medicamentos ya
que existe mas de (900)" drogas han sido implicados como la causa del dafo
hepatico. El resultado de la hepatoxicidad es debido a la toxicidad directa de los
compuestos primarios, asi como la respuesta inmune que afecta las células
epiteliales, hepatocitos.” Los farmacos que estan asociados en la intoxicacion
representan el 5 por ciento de hospitalizaciones, 10 por ciento casos por hepatitis
aguda, 50 por ciento por falla hepatica aguda y las enfermedades hepaticas crénicas

representan el 2 por ciento, en que se presenta 40.000 muertes por afio. "8

Ante una lesion hepatica se da un aumento superior normal de bilirrubina conjugada
0 Glutamico Piravica sérica (TGP), o de los niveles de Transaminasa Glutamico
Oxalacética sérica (TGO), fosfatasa alcalina (ALP).>%° Para poder evaluar el dafio
hepético provocado por tetracloruro de carbono (CCl4), existe diversos indicadores
bioguimicos ente ellos tenemos: Glutamico Pirlvica sérica (TGP), Glutamico
Oxalacética sérica (TGO),proteinas totales (PT) bilirrubina total, (BT), directa (BD),

indirecta (BI) y fosfatasa alcalina (ALP).%10-11.12

Las plantas medicinales y los suplementos dietarios ha sido usados desde la

antigiedad. Se estima que 80% de la poblacion mundial depende de remedios



caseros Yy tradicionales. Este patrimonio cultural se ha transmitido de generacién en

generacion para prevenir o curar enfermedades. 2314

El uso de las plantas medicinales con fines curativos como Gentianella bicolor es
una especie silvestre que se encuentra en los andes norperuanos. Segun los
pobladores refieren que es muy empleada por poseer diversas propiedades
hipoglucemiantes, hepatoprotectoras, y su alta concentracion de antioxidantes y la
alta capacidad de proteger ante el dafio de los radicales libres. Es considerada como
tratamiento para los triglicéridos, diabetes, acné, reumatismo, colesterol, hepaticas y

sangre. Actualmente en la sierra libertefia del Perg. 131415

La familia Gentianella fue suficientemente investigada frente al dafio del tejido
hepatico, estos estudios en animales han demostrados efectos reparadores de la célula
del higado ante un agente toxico como CCls. Gracias a sus propiedades curativas es
un excelente alimento medicinal para las personas que presentan una enfermedad en

el higado.161718

La presente investigacion se justifica por la importancia de estudiar sus propiedades
curativas que contiene la especie vegetal de Gentianella bicolor (Corpus huay), la
motivacion de realizar este estudio es por el consumo de la infusién de corpus huy,
por medio de familiares, para aliviar malestares y problemas de salud como:
triglicéridos, acné, estimulacién del apetito y problemas de higado, dando buenos

resultados.

En la metodologia fue desarrollada de acuerdo al modelo experimental de manera
que se emplearon 16 animales de experimentacion, con un peso promedio de 215-

259 mg, se dividio aleatoriamente en 4 grupos (n: 4) contando. Grupo negativo solo



recibié agua ad libitum y alimento, el grupo positivo recibié 2mL/kg de CCl4 por via
orogastrica, el grupo de Silimarina recibié 100 mg/kg mediante sonda orogastrica, en
cuanto al grupo experimental del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor
recibi6 200 mg/kg, mediante sonda orogastrica durante 7 dias, administrando CCl al
6to y 7mo dia en una concentracion de 2mL/kg. Se determiné el perfil hepatico
mediante analisis bioquimicos como: Albumina y fosfatasa alcalina, Bilirrubina,
proteinas totales, TGO, TGP. Por lo anterior mente mencionado se plante6 la
siguiente pregunta ¢Tendrd efecto hepatoprotector el extracto hidroalcohdlico de
Gentianella Bicolor “corpus huay” en el dafio hepatico agudo inducido por

tetracloruro de carbono?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general:

Determinar la actividad Hepatoprotectora del extracto hidroalcohdlico de
Gentianella bicolor “Corpus huay” en el dafio hepético agudo inducido por

tetracloruro de carbono.

Objetivos especificos

- Determinar el indice Hepatico (IH) y porcentaje de incremento del tejido en
Rattus rattus var. albinus segun grupo de tratamiento con toxicidad inducida

por tetracloruro de carbono.

- Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Gentianella
bicolor en dosis de 200 mg/kg/pc sobre valores medios de la actividad
enzimatica de las transaminasas: TGO, TGP y ALP en Rattus rattus var.

albinus con toxicidad inducida por tetracloruro de carbono.

- Determinar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de
Gentianella bicolor sobre los niveles séricos de ALB, TP, BILd y BILt contra

la hepatotoxicidad inducida por CCls en Rattus rattus var. Albinus.



REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Nacionales

Carbonel K. (Pert 2017). Realizo un estudio sobre “"Efecto hepatoprotector
del extracto acuoso de Gentianella nitida “. El estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Gentianella nitida
(hercampuri) en un modelo experimental inducido por paracetamol.
Metodologia: tipo descriptivo, prospectivo y experimental, utilizdndose 24
ratas Holtzman, formandose 4 grupos: grupo control, grupo paracetamol,
grupo silimarina y grupo Gentianella nitida., se aplico la prueba Kruskal-
Wallis, y como prueba pos hoc Mann Whitney. Resultado: en el modelo in
vivo, el grupo Gentianella nitida tuvo resultados significativos en la actividad
de SOD y TBARs (aumento; p< 0,05) y en la actividad de glutation S-
transferasa y glutation (disminucién; p < 0,05). Conclusion: el extracto
acuoso de Gentianella nitida ejerce efecto hepatoprotector a nivel de la
detoxificacion Il del paracetamol expresado en la actividad del glutation S-

transferasa.t®

En el afio 2011 Baltodano E, realizo un estudio acerca del “Efecto del
decocto de Gentianella alborosea “hercampuri” sobre niveles séricos de
proteinas totales y albdmina en rattus norvegicus var. Albinus” con el
objetivo: determinar si la administracion de decocto de Geantinella
alborosea “Hercampuri” provoca cambios significativos sobre los niveles de

6



2.2.

las proteinas totales y albumina. Metodologia: se realizé un estudio de tipo
experimental in vivo con el disefio clasico de estimulo creciente, utilizadndose
un grupo control y dos grupos problemas, el estudio se realiz6 durante 21
dias. Aplicandose los analisis de varianza y prueba de Duncan (alfa= 0,05).
como Resultados: no se encontr6 diferencia significativa de las proteinas
totales, albumina y globulina (p > 0.05) en los tres grupos de investigacion,
en conclusion: la administracion de 21 dias del decocto de Geantinella
alborosea, no genero cambios significativos en los niveles de proteinas

totales, albumina y globulina en Rattus novergieus var albinus.?
BASES TEORICAS
2.2.1. HIGADO

Es la glandula més grande de la anatomia del cuerpo humano,
desempefia numerosas funciones metabdlicas donde almacena

glucdgeno y secreta la bilis, transformaciones y desintoxicacion. 22

FIGURA N° 1: Cara diafragmatica del higado.
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2.2.1.1.Anatomia del Higado
2.2.1.1.1. Situacion

El Higado se encuentra ubicado en conexion con la superficie abdominal del
diafragma y craneolateral derecha de las cavidades del estdbmago el que lo
desplaza hacia la derecha, teniendo un peso promedio de 1.200 y 1.500g,).

Esto cumple funciones como endocrinas y exocrinas.?
2.2.1.1.1.1. Histologia Hepética

La histologia hepatica es el implemento perfecto para establecer el patrén de
toxicidad hepética; no obstante, en las précticas clinicas la gran parte de las

lesiones hepatoldgicas se clasificas acorde con las pruebas bioquimicas.?*
2.2.1.1.1.1.1. Hepatocitos

Los hepatocitos son células poliedricas que constituyen un 80% de
poblamiento celular del higado tiene una medicion de 20 y 30 um en cada
dimension. Su vida media es de 5 meses aproximadamente, asi mismo forman

placas anastomosantes.?>?% Esta constituido por 3 tipos de bordes:
a. Biliar (se forman los canaliculos biliares)

b. Delinea los bordes de senoide y formacion con las células endotelial

el espacio de (DISSE).%2¢

c. Hepatocitarios (se van colocando con otros hepatocitos forman las

laminas hepatocitarios).?2



2.2.2. FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado tiene una ubicacion estratégica en la circulacion es la primera
visera que conecta del plasma sanguineo procedente del intestino; esto no
solamente implica que la superficie hepética absorba nutrientes, toxinas y
microrganismos derivados del intestino, asimismo sugiere el papel hepatico
en la secrecion de compuestos.?’ Para llevar a cabo sus funciones del higado
cuenta con un gran nimero de enzimas con funciones oxidativas y reductivas,
entre ello se encuentra el citocromo P450, flavin-mooxigenasas, peroxidasas,
hidrolasas, esterasas y amidasas, también se encuentran presentes las
glucuroniltransferasas, sulfotransferasas, metilasas, acetiltransferasa. Todas
estas enzimas tienen una gran importancia en las biotransformaciones de los

toxicos.?®

Lo cual se puede determinar que atafien 3 tipos de funciones basicas, entre

ello tenemos:

e Funciones Vasculares: EI gasto cardiaco desempefia una gran
funcion hemodinamica al actuar de reservatorio se produce una
disminucion de volemia que son la reserva de la sangre que pasan
generalmente por la circulacion mientras aumenta la reserva vascular

en los safiudos hepaticos.?"?®

Funcion de almacenamiento: el sistema vascular hepético
funciona ofreciendo baja resistencia al flujo sanguineo,
principalmente cuando consideramos que 1,45 litro de sangre

sigue esta ruta cada minuto. Puede ser que el higado sea un



6rgano méas grande, venoso, con gran capacitancia, ya que es
apto de almacenar el 10% del volumen total de sangre en la
que puede albergar 1 L de sangre en casos de volemia se
vuelve excesiva, incluso le permite suplir sangre extra cuando

la volemia desciende.?’

- Funcién de filtracion: las superficies internas de las
sinusoides hepéticas estan cubiertos por una elevada cifra de
células Kupffer o macréfagos residentes en el higado, cuya
funcion consiste en fagocitar virus, parasitos, bacterias y
macromoléculas, por ende, estas células constituyen una

poderosa principalmente la barrera fagocitada para toxinas.?’

e Funciones metabdlicas hepaticas: se lleva a cabo por los
hepatocitos, o sea por las células parenquimatosas del metabolismo de

los carbohidratos, grasas y proteinas especificamente.?’

- Metabolismo de los hidratos de carbono: El higado deposita
glucosa en forma de glucogeno transforma el glucogeno en
glucosa y forma glucosa a partir de aminoacidos Yy

lipidicos.2%30

- Sintesis de &cidos grasos: se da la formacidn de lipoproteinas,

colesterol y fosfolipidos.?’
2.2.3. ENFERMEDADES HEPATICAS

Las enfermedades hepaticas se pueden dar de manera hereditario o

por factores que causan dafio al higado, como el consumo excesivo
10



de bebidas alcohdlicas, virus y por el consumo de farmacos en altas
dosis como el paracetamol.?? Con el paso del tiempo va generando

diferentes enfermedades hepaticas en las que se tiene:

2.2.3.1. Cirrosis: Es una enfermedad hepatica crénica progresivas y se
define histol6gicamente como una alteracién de la arquitectura
hepética conformado de nddulos de reconstruccién separados por
los tabiques fibrosos, resultante de 3 procesos fundamentales: la
evolucion de la hipertension portal, la insuficiencia hepatocelular.®!

sintomas son:
e Orina color café
e Ictericia
e Atrofia tisular
e Anemia
e Ufias fragiles
e Ascitis
e Hipertension portal
e Encefalopatia hepatica.3*3

2.2.3.2. Cirrosis biliar primaria: se considera una referencia de
inmunomedibilidad autoinmune debidamente a los hallazgos

seroldgicos, en el descubrimiento de anticuerpos antimicondriales y
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2.2.3.3.

2.2.3.4.

los cambios patoldgicos especificos del conducto biliar que son

producidas en el trastorno.32
Los sintomas son:
e  Prurito de palmas, mano y plantas de los pies
e Ictericia
e  Melanosis
e  Trastornos de excrecion biliar.
e Esteatorrea *?

Sindrome de Gilbert: Es caracterizada por hiperbilirrubinemia
liviano. Con ausencia de hiperhemdlisis que suele ocurrir en adulto,
con resultados de prueba hepatica y hallazgos clinicos normales,
por ello la histologia hepatica que se realiza, incluyendo niveles
séricos de acidos biliares normales. Excepto por ictericia cuando es

aparente.3%3!

Es originada por defectos en el gen de uridin difosfato
glucuronosil-transferasa, esto es caracterizada por la
hiperbilirrubinemia no conjugada liviana con un agrandamiento de

la pigmentacion lipofuscina. 303!

Sindrome de Crigler-Najjar (CN). Presenta hiperbilirrubinemia
superior (100-750 mmol / L) debidamente a mutaciones en UDP-

glucuronosil transferasa 1A1 (UGT1A1).%
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2.2.3.5. Hepatitis viral: se caracteriza por ser infeccioso generalizada de
manera especifica en el higado, la mayoria de los casos de hepatitis
virales es producida por algunos de los ocho virus hepat6tropos,
denominados A, B, C, D, E. La gran parte de los virus de la
hepatitis viral son de tipo ARN excepto el virus de la hepatitis B

que es un virus ADN.3
Hepatitis A

La causa principal por un enterovirus ARN del grupo
picornaviridae. De modo que es trasmitido frecuentemente por via
oro-fecal, de través de la conexion interpersonal o por la ingesta de

alimentos o agua contaminada.®*
Hepatitis B

Pertenece a la familia de Hepadnaviridae, tratandose de un virus
con ADN redondeado y parcialmente de duplice cadena. Cada uno
tiene 42 mandmetros de largo y consta de un centro interno o
nucleocapside icosaédrico rodeado de una cubierta lipoproteica
externa. Estas infecciones afectan principalmente al higado de
forma aguda desarrollandose asintomatica o sintomatica (molestias
abdominales, ictericia, nauseas, vomitos, a veces artralgias y

exantema).®
Hepatitis C

Es transmitido principalmente por la via parenteral mediante a

administraciones de productos sanguineos contaminados, auto
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2.2.3.6.

inyecciones de drogas intravenosas y la auto inyeccion de drogas
intravenosas y la exhibicion a la sangre por hemodiélisis, saliva,

transmision sexual, cepillos de dientes.®*
Hepatitis D

Este virus emita al virus de la hepatitis B, sus mecanismos de
transmision son similares, no obstante, en la transmision sexual es

menos eficaz y la perinatal es poco frecuente.®*

Hepatitis E

Las caracteristicas epidemioldgicas de la hepatitis E son similares a
las de la hepatitis A. la principal via de transmision es la oro-fecal y
se tiene un fuerte indicio de transmision parenteral en casos de

pacientes drogadictos que comparten agujas o jeringas. 3*
Hepatitis cronica

Comprende varios trastornos hepaticos que se caracterizan por
inflamacion y necrosis hepaticas que persisten méas de seis meses.
Las variedades leves no avanzan o lo hacen de manera lenta, las
mas graves se acompafan de cicatriz organizacion estructural, en
fases avanzadas, termina en cirrosis. Por lo que se han determinado

varios tipos de hepatitis cronica; viral, inducida por farmacos.3®
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2.2.4. HEPATOTOXICIDAD

Se define como un dafio hepatico causado por la exposicion a
medicamentos o0 u otros agentes no farmacoldgicos. Estas reacciones
afectan al higado en las que incluyen las siguientes alteraciones de los

analisis bioquimicos hepaticos®’:
a. Incremento de alanino aminotransferasa
b. Incremento de la concentracion de bilirrubina directa sérica

c. Aumento de aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina y la

concentracion totalmente de la bilirrubina.®’
2.2.4.1. AGENTES ASOCIADOS A HEPATOTOXICIDAD

Las gentes hepatotdxicas frecuentemente utilizados para inducir
fibrosis y cirrosis hepatica como el Tetracloruro de carbono
(CCly), el acetaminofén (A), dimetilnitrosamina (DMNS),
Tioacetamida (TAA), Y D-galactosamina (GalN). De los
anteriores el mayor utilizado es el CCls, que produce
significativa inflamacion, necrosis y depdsitos de tejido
conectivo fibrotico en higado con dafio minimo a otros érganos,
en diversos modelos de roedores; asemejando la fibrosis y
cirrosis hepatica humana en aspectos morfolégicos vy

fisiopatoldgicos.>®
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2.2.5. ENZIMAS HEPATICAS

Los hepatocitos intactos contienen en su protoplasma cierta cifra de
sustancias 0 enzimas en concentraciones mayormente elevadas que en la
sangre circulante. Estas sustancias pueden ser liberadas e ingresar a la

sangre tras lesionarse la pared de la célula.®
2.2.5.1. Transaminasas hepaticas

Las transaminasas son proteinas o catalizadores quimicos de providencia
biologica  esencial para la existencia, permiten que se produzcan
numerosas reacciones bioquimicas en las células corporales, conjugadas

y sintetizadas por diferentes tejidos hepatico.*°

La degeneracion de los principales aminoacidos empieza con la
disociacion  del grupo a-amino. El amino transferasas, denominadas
transaminasas, catalizan esta respuesta completamente reversible. Al
permitir el grupo amino a-oxoglutarato. Formandose un &cido
aoxocarboxflico y glutamato. Segin el aspecto clinico, son de
trascendencia la transaminasa glutamica oxalacético (GOT) y glutamico
piravico (GPT). Por lo cual las enzimas son muy importantes en la
elaboracién de varios aminodacidos, su medida en sangre que es utilizada
para el diagnostico y rastrear muchas enfermedades, en especifico sirve
para evidenciar la presencia de dafio hepatico, con el valor elevado de las

transaminasas. 4142
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Transaminasas hepéticas tenemos:

2.251.1.

2.2.5.1.2.

La Glutamato-Oxalacetato Transaminasa (GOT): el
AST es una enzima intra celular, cuyo objetivo es catalizar
reacciones de transaminacion, se encuentra ubicado en el
citosol y mitocondrias de las células musculares hepaticas y
cardiacas. En casos patoldgicos se encuentra en el suero
sanguineo cantidades elevadas de enzimas intracelulares
significa que hay un trastorno funcional u organica de la
célula. Los valores méas elevados del aspartato
aminotransferasa (AST) se relacionan con los procesos
necroticos del organo; infarto del miocardio, hepatopatia,

distrofia muscular.*142
Los niveles normales
»GOT en sangre son: 5-40 U/ml

Transaminasa glutamico piravico (TGP): el Alanina
aminotransferasa (ALT) pertenece al grupo de aquella
transaminasa que catalizan la modificacion de los
aminodacidos a los respectivos alfa cetoacidos, por medio del
traspaso de un grupo amino.*'*243 Esta transaminasa se
encuentra en gran namero en el higado, en pequefia cantidad
se encuentra en el musculo, en el corazén y en el rifion.
Cuando hay lesiones en estos érganos la enzima es liberada a

la sangre, por esta razdn se observara elevada, aunque se vera
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2.2.5.1.3.

méas elevada en enfermedades hepaticas como: tumores
hepéticos, degeneracion de grasa en el higado, hepatitis

infecciosa y hepatopatias glucocorticoide.

Intervalo normal

ALT (TGP):

- 1 afio de edad: 30-80 U/l'y 5 - 50 U/I

- Mayor de 1 afio: 10 - 40 U/l AST: y 10 — 40 U/I (55). *4

La fosfatasa alcalina (ALP): es una enzima correspondiente
al grupo de las metaloproteinas de zinc, con la finalidad de
dividir grupos fosfatos terminales de los esteres de fosfato
organico que se encuentra en la membrana plasmatica de la
célula. Asimismo, es el encargado de excluir el grupo fosfato
de varios tipos de nucleétidos, proteinas y alcaloides, se
encuentran aproximadamente en todos los tejidos del
organismo: higado, huesos, placenta, rifiones, intestinos. La
elevacion de sus valores normales puede ser patolégico o

fisiologico. #4243

Fosfatasa alcalina

- Maximo a un afio de edad: 150/350 U/I
- un afio a dieciséis afios: 30/300 U/I

- Mayor de dieciséis afios: 30/115 U/1.444°
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2.2.5.2.Niveles de transaminasas en la sangre.?

Esta transaminasa maneja un papel muy esencial en el organismo en la cual
sirve para los diagndsticos de las diferentes enfermedades en higado. Las
diferentes transaminasas TGO, TGP y fosfatasa alcalina mantienen valores
normales sin embargo estan disminuidos es causados por la falta de la
penetrabilidad de la membrana celular los cuales dejan libres de estas enzimas

en los globulos rojos por ende se da el grado de aumento de transaminasas.*®
2.2.6. PERFIL HEPATICO

Estos valores de los andlisis clinicos ayudan a ver el funcionamiento

del higado:
Pruebas de funcion hepatica“®:
» Verificar las lesiones hepaticas.

» Diferenciar citolisis y colestasis, para tener un diagnostico

especifico.

» Seguimiento y evaluaciébn de los tratamientos de las

enfermedades.*®
2.2.6.1. Examen de fosfatasa alcalina:

Se usa para medir los niveles de fosfatasa alcalina en la sangre. Yaqué
se encuentra en muchos tejidos, con una gran concentracion en el
higado. Este examen puede realizarse para examinar el funcionamiento
en el higado y detectar lesiones que pueden provocar obstruccion biliar,

como tumores.?’
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2.2.6.2. Examen de albumina

Este examen se usa para medir el nivel de albimina que hay en su
sangre. Ya que el higado produce albumina. La albumina transporta
sustancias, como hormonas, medicamentos y enzimas por todo el
cuerpo. Este examen puede ayudar al diagnosticar, evaluar y observar

las infecciones del higado.*’
2.2.6.3. Examen de bilirrubina

Mide los niveles de bilirrubina en la sangre. La bilirrubina es producida
por el higado y es excretada en la bilis. Los valores elevados de
bilirrubina indican un atasco del flujo biliar o un procesamiento de la

bilis mediante el higado.?’
2.2.6.4. Examen de Transaminasa glutamico piruvico (TGP)

Se realiza con la finalidad de examinar el funcionamiento del higado
ademas evaluar el tratamiento de las enfermedades agudas del higado,
como la hepatitis. Debido a que es hallada predominantemente en el
higado que se libera al torrente sanguineo como consecuencia de un

dafio celular en el higado.?’
2.2.6.5. Examen de Glutamato-Oxalacetato Transaminasa (GOT):

Se mide el nivel de una enzima que se encuentra en el higado, rifiones,
pancreas, corazén, SME, y globulos rojos, es liberado al torrente

sanguineo cuando existe problemas en el higado o el corazon.?’
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2.2.7. TETRACLORURO DE CARBONO

Pertenece al grupo de los hidrocarburos halogenados, siendo poco
insoluble en H20 y su composicion térmica produce fosgeno CI2CO,
el cual es un toxico respiratorio. Es utilizado como solvente de
aceites, grasas, ceras, por ello se usa muy poco por sus propiedades
cancerigenas, puede que el hepatotoxico mayormente estudiado,

conocido entre aquellos xenobidticos que causan dafio hepético.?348
2.2.7.1. Toxicocinética

a. Absorcion: EI CCly se absorbe facilmente de traves del tracto
gastrointestinal ya sea en humanos y animales. Hay
demostracion de absorcion gastrointestinal en humanos
basada en informes de toxicidad después de incidentes de
envenenamiento. En cuanto en ratas que reciben bolo dosis
alrededor de 18 o 180 mg/kg de CCls por sonsa oral, donde
detectaron concentraciones de CCls en el higado en 1 min. La

absorcion redujo en 37-56%.4°

b. Distribucién: El estudio en animales indican que la gran
parte de una dosis oral absorbida de CCls es inicialmente

distribuidos a las grasas. 4

c. Metabolismo: el CCls se metaboliza principalmente por el
higado, asimismo por el rifion, pulmén y otros tejidos que

contienen CYP450. 224° Como se detalla en la figura N°2
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FIGURA No 2: Metabolismo reductor de tetracloruro de carbono a RL de
triclorometilo (Cl 3 C) por el citocromo P450 (CYP) E1, y las reacciones posteriores

del RL de triclorometilo para generar radicales libres de triclorometilperoxi, fosgeno

y carbonato de diglutation.*
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Fuente: Del Rio, E y Vilanova, E. en Enciclopedia de Toxicologia (Tercera Edicion),

2014.°
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2.2.7.2.Mecanismo de accién del tetracloruro de carbono.??

El CCls es un analgésico apto para causar la difusion por el decaimiento
del SNC. Del mismo modo es un potente hepatotoxico. En el higado
altera el funcionamiento de los hepatocitos para ligar los triglicéridos a las
lipoproteinas transportadoras, originando acumulacion intracelular de
lipidos y el deterioro de grasa. Formandose metabolitos extremadamente
toxico, que originan la muerte celular y necrosis hepatica lobulillar,
mediante por el sistema enziméatico microsomal citocromo P450. El dafio

ocurre por el efecto directo del CCls el tubulo proximal y el asa de Henle,

desencadenado una necrosis tubular aguda. 2’

FIGURA N° 3: Esquema del mecanismo de accion del dafio hepético

inducido por tetracloruro de carbono.?’
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2.2.8. ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

La actividad hepatoprotectora es la regeneracion de las células
hepaticas. Por ello la funcion natural del higado de reemplazar las

células dafiadas.®’

Las plantas hepatoprotectoras que pueden estimular sistemas de
detoxificacion del higado para eliminar los compuestos tdxicos. Uno
de los mecanismos méas importantes de detoxificacion lo constituyen
los sistemas enzimaticos de las catalasas y superéxido-dismutasa. los
mecanismos son muy importantes para permitir la eliminacion de
radicales libres del organismo.®” El uso habitual de las plantas
medicinales en los mercados populares se encuentra variedades de
especies de plantas, con diferentes fines magicos, ornamentales,

esotéricos, culinarios y medicinales.*

La familia Gentianella ha sido ampliamente estudiada frente al dafio
del tejido hepatico, estos estudios en animales han demostrado
efectos reparadores de la célula del higado ante un agente toxico
como CCI4. Gracias a sus propiedades curativas es un excelente
alimento medicinal para las personas que presentan una enfermedad

en el higado.?02!
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2.2.9. “Gentianella bicolor”

FIGURA 3: Gentianella bicolor

El corpus huay, es una hierba bianual, perenne de la familia Gentianaceae,
que crece en los andes de la region Cajamarca y en la region la libertad, Pert
y también en Bolivia entre los 3000 y 4500 metros sobre el nivel del mar.
Este alcanza la altura hasta 60 cm y las hojas basales levemente pecioladas,
todas tienen borde entero y presentan color verde tanto en el haz con en el
enveés. Su raiz es cilindrica, larga, fibrosa, ligeramente estriada a lo largo, de
color castafio oscuro. Las semillas son pequefias, lisas de color negro o
marron oscuro. El tallo lampifio y un poco cuadrangular, erguido, hueco, de
color marrén parduzco en parte y morado en otro, con nudos donde se

encuentran las hojas y nacen los pedtnculos florales.'*
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2.2.9.1.Clasificacion Taxonémica

CLASIFICACION TAXONOMICA DE “GENTIANELLA BICOLOR’**

DIVISION: Angiospermae
CLASE: Dicotyledoneae
SUBCLASE: Archychlamydeae
ORDEN: Gentianales
FAMILIA: Gentianaceae
GENERO: Gentianella
ESPECIE: Gentianella Bicolor.

2.2.9.2.Composicion quimica

Segun estudios fitoquimicos realizados por diferentes autores se han
reportado la presencia de metabolitos secundarios como: Esteroides, lipidos,
flavonoides, taninos, alcaloides, azucares reductores, saponinas
leucoantocianidina, compuestos fendlicos, xantofilas e iridoides.'®*° del
mismo modo muestran el estudio de las caracteristicas fisicoquimicas:
densidad de 0,949 g/mL, indice de refraccion de 1,369, PH de 5,1, solidos

totales de 0,297 g/mL.1851
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2.2.9.3.Nombres comerciales
Corpus huay, campanilla morada, campanilla, shashacuma, te amargo.>!
2.2.9.4.Uso medicinal tradicional.

Segun los pobladores del caserio de Cruz Pampa de la provincia de Julcan
departamento de la Libertad, manifiestan que la planta es cominmente
conocida como corpus huay (Gentianella bicolor). Por ello, las partes
utilizadas son las hojas, flores, tallos y raiz, mediante infusién y decoccion.
Mayormente es utilizada para el tratamiento de: Acné, hipoglucemiante,

diurético, triglicéridos y para el higado.'*
2.2.10. Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que se encuentra presente en las plantas,
verduras, frutas, semillas y flores.!” Son captadores de radicales libres donde
inhiben la etapa inicial del proceso de oxidacion.!” La oxidacién es una
reaccion quimica que transfiere electores de una sustancia a un agente
oxidante, por ello puede producir reacciones de oxidacion lo que genera
radicales libres cuando hay una transferencia univalente dado inicio a
reacciones que dafian a la celula.l” Existen variedades de antioxidantes, de
acuerdo a sus estructuras y funciones bioldgicas, entre ellas se encuentran:

enzimaticas y no enzimaticas.’
2.2.11. Radicales libres

Los (R.L) son todas aquellas estructuras quimicas que presentan un electron

desapareado dentro de su estructura, generando una inestabilidad. Ademas,
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posee una estructura birradicélico, son muy reactivas, algunos presentan una
vida media corta, teniendo una de las funciones fisiologica en el organismo
como en la participacion de la fagocitosis, que favorece en la sintesis de
colageno, prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular,
disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales,

modifican la biomembrana y favorecen la quimiotaxis.t’2

Radicales libres es también enddgena y esta constituida por el metabolismo
de los fagocitos (neutréfilos y macro6fagos). Estos estan dotados de diversas
enzimas liticas (proteasas, lipasas, nucleasas), como de vias metabolicas
(mieloperoxidasa en los neutrofilos) que generan diversas especies quimicas

agresivas como O2 -, H202, OH.5%%3

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes

son°2;
- Radical hidroxilo (HO)+
- Peroxido de hidrégeno (H2 02)
- Anion superdxido (02)
- Oxigeno singlete (1 02)
- Oxigeno nitrico (NO)
- Peréxido (ROO)
- Semiquinona (Q)

- 0zono.*
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2.2.12. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales que se encuentran
presentes en los vegetales, protegen al organismo del dafio
producido por agentes oxidantes, como los radicales libres.>* Su
formacion comienza a partir de los aminoécidos aromaticos como la
fenilalanina y tirosina, la cual estan unidas al acetato, a la que estos
dos amino&cidos aromaticos dan lugar al acido cindmico y al &cido
parahidroxicindmico, al condensarse con unidades de acetato,
origina una estructura de cinamol de los flavonoides. continuamente

se forman los derivados glicosilados o sulfatados.>*

La metabolizacion de los flavonoides es muy amplia y una parte
importante es excretada por la orina. La transformacion de los

flavonoides se da en dos localizaciones.>*

elLa primera se da en el higado mediante reacciones de

biotransformacion en:
Fase I: se introducen o se exponen a grupos polares.>*
¢ En segundo lugar, se da en el colon.

Fase Il: en esta fase se da en el colon, donde los microorganismos

degradan a los flavonoides no absorbido. >
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2.213. FARMACOS HEPATOPROTECTORAS DEL

HIGADO

2.2.13.1.Silimarina

La silimarina es un flavonoide extraido de las semillas y los
frutos de Silybum marianum o «Cardo Mariano», y es
una combinacion de tres compuestos diferentes: silibinina,
silidianina y silcristina. Ha sido ampliamente utilizada en
intoxicaciones producidas por la seta venosa Amanita
phalloides, como también los procedimientos hepaticos por
su efecto regenerador de la estructura del higado, inhibidor de

leucotrienos y efecto antioxidante.>®

2.2.13.1.1. Mecanismo de accién

- Efecto inhibidor sobre la conversion del tetracloruro
de carbono en sus metabolitos toxicos (radicales
libres)

- Efecto  inductor sobre el citocromo P450
microsomal, demostrado en la desmetilacion del p-
nitrosanisol.

- Efecto estabilizador de la membrana del

hepatocito.>®
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I11.  HIPOTESIS
3.1. Hipotesis Nula (HO0):

El extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” no tiene
efecto Hepatoprotector en la toxicidad inducida por tetracloruro de carbono

en Rattus rattus Albinus.
3.2. Hipotesis Alternativa (H1):

El extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” tiene
efecto Hepatoprotector en la toxicidad inducida por tetracloruro de carbono

en Rattus rattus Albinus.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion.

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo
experimental y enfoque cuantitativo, por lo que se realiza: La manipulacion,
evaluacion asi mismo la aleatorizacién de las variables concorde a los objetivos
de la investigacion, con el motivo de investigar las posibles causas y efectos;
con un nivel explicativo, disefio experimental con medicion antes y después. El
presente estudio es con medicidn después. (grupos: control negativo y positivo,

control con silimarina, como el grupo experimental)

Gl S — o1
G2 S 02
(O J S —— G — 03
S G —— 04
Donde:

G1: Es el Grupo control negativo.

G2: Es el grupo control positivo CCla.

G3: Es el grupo de Silimarina.

G4: Es el grupo experimental extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor.

01, 02, 03, 0O4: Observaciones de los valores medios de la actividad
enzimatica de las transaminasas al final de los tratamientos: (TGO, TGP) y
ALP, ALB, TP, BILd, BILt. en Rattus rattus var. albinus.

X2: Induccion del dafio hepatico con CCl4 2,0 ml/kg p.c
X3: Tratamiento con Silimarina 100mg/kg/dia.

X4: Tratamiento con extracto hidroalcohdélico de Gentianella bicolor
200mg/kg/dia.
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4.2. Poblacién y muestra

Poblacion vegetal: Estd conformada por una especie vegetal andina,
Gentianella bicolor (Corpus huay) originaria de la Provincia de Julcan
Departamento de la Libertad, que crese en los meses de octubre a

noviembre.

Muestra vegetal: Se realiz6 la recoleccion de 2kg de hojas, tallos y
flores. de Gentianella bicolor (Corpus huay) en la provincia de Julcén
Departamento La Libertad. donde se selecciond bajo las condiciones de

exclusion e inclusion.
Criterio de inclusion y exclusion

a. Criterio de inclusién: la recoleccion del espécimen vegetal de las hojas,
tallos y flores fueron de un solo lugar en unas buenas condiciones.

b. Criterio de exclusion: se debe excluir las hojas, flores y tallos que se
encuentran maltratas o en un mal estado.

Poblacién bioldgica:

Los animales de experimentacion que se utilizaron son Rratus rratus var

albinus machos con un, peso promedio de 215 a 259g. que fueron

adquiridas en el bioterio de la universidad catélica los angeles de

Chimbote de la ciudad de Chimbote provincia del Santa.

Muestra bioldgica:

Estuvo conformada por 16 Rratus rratus var albinus machos de peso

promedio 215 a 259g. donde fueron distribuidos de manera aleatoria

conformando de cuatro grupos con 4 animales de experimentacion (Grupo
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negativo, grupo positivo, Silimarina 100 mg y Gentianella bicolor 200mg)
Se mantuvieron acondicionados en el bioterio de la universidad Uladech
en cajas plasticas con tapa de acero inoxidable; con un control de
temperatura de 20-23 °C y una humedad de 53%. Fueron alimentados con
la formula elaborada en la Universidad Agraria La Molina, agua ad
libitum, y un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
Criterio de inclusion y exclusion
a. Criterio de inclusion: la seleccion de Rattus rratus var albinus fueron
sanos, Rattus rratus var albinus Machos.
b. Criterio de exclusion: se debe excluir Rattus rratus var albinus machos

enfermos.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicador

Independiente:
Extracto
hidroalcoholico  de
Gentianella bicolor
(Corpus huay)

Los extractos son preparados
mediante la utilizacién de
alcohol para extraer
metabolitos secundarios que
tienen las propiedades
antioxidantes asi poder
proteger de diferentes dafios
hepaticos.

Es realizado con las hojas, tallos y
flores secas vy trituradas, se agrega
una cierta cantidad de alcohol, se
coloca a un destilador para obtener
metabolitos secundarios. En la que
es administrada segun kg/peso del
animal.

Prevencién de la intoxicacion hepatica

Control negativo: agua ad libitum y
alimento.

Control positivo: CCls 2 mL/kg p.c

Silimarina: 100 mg/kg de silimarina +
CCls 2 mL/kg

Grupo experimental: 200 mg/kg.
Gentianella bicolor+ CCls 2 mL/kg

Dependiente:
Efecto
hepatoprotector  en
Rattus rratus var
albinus con toxicidad
inducida con
tetracloruro de
carbono (CCls)

El efecto hepatoprotector
tiene la capacidad de proteger
la estructura celular del

higado donde permite la
regeneracion de las células
hepaticas.

El efecto hepatoprotector esta
relacionado con:

Anadlisis del indice hepatico (% de
incremento) de los higados de
Rattus rratus var albinus.

Cuantificacién de los marcadores
hepéticos: transaminasas (TGO,
TGP) y ALP, ALB, TP, BILd,
BILt. en suero

e Indice hepatico (% de incremento)

e Nivel de enzimas marcadoras del
dafo hepatico (TGO, TGP U/L) y
ALP U/L, ALB(mg/dL), TP (g/dL),
BILd (mg/L), BILt (mg/L).
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4.4,

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Recoleccion de las hojas, tallos y flores de Gentianella bicolor
Las hojas, tallos y flores frescas de Gentianella bicolor, fue recolectada en
el caserio de Cuzpampa, provincia de Julcan, departamento la Libertad,
aproximadamente 2 kg incluyendo hojas, tallos y flores, teniendo en cuenta
el estado de la planta que este en buenas condiciones, luego fueron
trasladadas al laboratorio de bioquimica de la universidad ULADECH
donde fueron lavadas con agua corriente, posteriormente lavadas con agua
destilada y limpiadas, luego fueron acondicionadas en papel Kraf hasta su
posterior utilizacion.
Para la certificacion de la determinacion taxondmica de planta se recolecto 6
ramas completas (Hojas, tallos, raiz y flores) las cuales fueron colocados en
prensas para ser secadas correctamente, para su identificacion fue emitida
por Herbarium Truxillense (HUT). Universidad Nacional de Trujillo (UNT).
Facultad de Ciencias Biologicas, con el nimero de constancia: 77-2017-
HUT, (Anexo N° 1).
Preparacion del extracto:
Secado
Las hojas, tallos y flores, de Gentianella bicolor fueron previamente lavadas
con agua corriente, posteriormente lavadas con agua destilada y limpiadas,
se selecciono la planta en buenas condiciones y fueron acondicionadas en
papel Kraf, llevandose a una estufa de secado a temperatura de 40 a 50 °C

con un tiempo promedio de 2 a 3 dias.
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Molienda

Las hojas, tallos y flores, fueron pulverizadas en un molino mecénico hasta
obtener particulas finas

Maceracion

La maceracion se realiz6 pesando aproximadamente 200g de la muestra
pulverizada en una solucién hidroalcohdlica al 80%, agregando 800 ml de
solucion hidroalcohdlica, preparada a partir de alcohol de 96°, Ila
maceracion se realizo en un frasco color &mbar durante 7 dias.

Destilacion

Pasado los 7 dias se procedio al filtrado al vacio con una bomba (Zeny) y
papel Whatman, el mismo fue evaporado en un rotavapor a una temperatura
de 35°C; hasta lograr un peso constante, donde se obtuvo 22.37g de extracto
seco y se almaceno en un tubo conico que fue envuelto con papel aluminio
conservados una temperatura 4 °C hasta su posterior utilizacion.

Pesos y seleccion de Rattus rattus var Albinus.

Se utilizaron 16 Rattus rattus var Albinus machos adultos, con 4 grupos de
trabajo grupo control negativo, grupo control positivo, grupo experimental
con Silimarina y grupo experimental con el extracto hidroalcohdlico de
Gentianella bicolor. Se mantuvieron acondicionados en el bioterio de la
universidad ULADECH en cajas plasticas con tapa de acero inoxidable;
controladas a una temperatura de 20-23 °C y una humedad de 53%. Fueron
alimentados con la formula elaborada en la Universidad Agraria La Molina,

agua ad libitum, y un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
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Las que fueron pesados en una balanza digital gramera y marcados con
tinta de lapicero para la identificacion de cada grupo de trabajo. Se trabajo
con una libreta de notas la que se redactaba el procedimiento del pesado de
los animales de experimentacion y a que grupo pertenece cada uno.
Identificacion de los animales de experimentacion Rattus rattus var.
Albinus, se realiz6 de la siguiente manera

Grupo negativo: se identificd a los 4 animales de experimentacion Rattus
rattus var. Albinus, mediante una marca con la tinta de lapicero de color
azul, realizada en la cabeza, brazo derecho, pata izquierda y cola.

Grupo positivo: se identifico a los 4 animales de experimentacion Rattus
rattus var. Albinus, mediante una marca con la tinta de lapicero de color
Rojo, realizada en la cabeza, brazo derecho, pata izquierda y cola.

Grupo silimarina: se identificd a los 4 animales de experimentacion
Rattus rattus var. Albinus, mediante una marca con la tinta de lapicero de
color negro, realizada en la cabeza, brazo derecho, pata izquierda y cola.
Grupo Gentianella bicolor: se identific6 a los 4 animales de
experimentacion Rattus rattus var. Albinus, mediante una marca con la
tinta de lapicero de color morado, realizada en la cabeza, brazo derecho,

pata izquierda y cola.
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Preparacion del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor.
Se realizd los siguientes célculos para la preparacion del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella bicolor para administrar por dosis de

acuerdo al peso promedio de las ratas por grupo.

Esquema: peso promedio de cada grupo para la preparacion del extracto.??

GRUPO PESO PROMEDIO DE LAS
RATAS
GRUPO NEGATIVO 215.50 gr
GRUPO POSITIVO CCl4 259.10 gr
SILIMARINA 100 MG 208.13 gr
GENTIANELLA BICOLOR 200 259.25 gr

MG(N°5)

Grupo experimental Gentianella bicolor

Para la preparacion de 200 mg/kg/dia del extracto hidroalcohdlico de Gentianella

bicolor se realizaron los siguientes calculos.

Datos:

%+ 200 mg del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor

%+ 259.25 gr del peso promedio de Rattus rattus var Albinus

200mg......c..eeene 1000 gr
X 259.25gr
X=51.85mg
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X=51.85 mg del extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor
Calculo de la cantidad preparada por grupo
» 51.85mg x 4 ratas x 7 dias = 1452 mg

Calculo de la cantidad de agua para diluir el extracto hidroalcohdlico de

Gentianella bicolor.?
» 0.5 ml x4 ratas x 7 dias = 14 ml

Se realizo el pesado de las muestras del extracto hidroalcohdlico de Gentianella
bicolor para cada grupo en una balanza analitica del laboratorio de bioquimica de la
ULADECH, posteriormente se paso el extracto seco a un frasco color ambar,

diluyendo con agua destilada, asi mismo fue llevada al vortex a 500 rpm.
Concentracién del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor: 0.25%

Preparacion de la solucién de Silimarina

La solucion de silimarina se obtuvo a partir de capsulas blandas con
el nombre comercial “Higanatur 300 mg” se vertié el contenido de
1 capsula en una fiola y se aforo a 25 mL de aceite de oliva,
obteniendo una concentracion de 12 mg/mL (Anexo 4).4

Preparacion de tetracloruro de carbono.

Se realizd una mezcla de tetracloruro de carbono (1:1v/v) a una concentracion de 0.2

ml/100g (0,1 ml de CCls + 0,1 ml de aceite de oliva extra virgen). (Anexo 5)
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Administracion de los tratamientos

Para evaluar el efecto preventivo, se administraron a los Rattus rattus var
albinus oralmente con una sonda orogéastrica N° 4, posteriormente, se
realiz6 la induccién del dafio hepético después de cada administracion de

tratamiento. 23

+ Al grupo control negativo solo se le administro agua ad libitum y
Fueron alimentados con la formula elaborada en la Universidad
Agraria La Molina, durante 7 dias; encontrandose bioldégicamente

saludables.

% Al grupo control positivo se indujo la hepatotoxicidad con 0.5 mL
CCls (1:1v/v) a una concentracion de 0.2 ml/100g (0,1 ml de CCl4
+ 0,1 ml de aceite de oliva extra virgen) mediante una sonda
orogastrica N° 4 durante 7 dias, la administracion fue una vez al

dia por la mafiana antes de la administracion de la comida.

+ Al grupo silimarina se le administro 0.5 a 0,6 ml de Silimarina en
una concentracién de 100 mg/kg mediante una sonda orogastrica
N° 4, durante 7 dias, una vez al dia por la mafiana antes de la

alimentacion de los animales.

+ Al grupo experimental Gentianella bicolor: Se administré 0.5 ml
del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor en
concentraciones de 200 mg/kg atreves de una sonda orogastrica
N°4 durante 7 dias. La administracién fue una vez al dia por la
mafiana antes de la alimentacion de los animales.
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Administracion de tetracloruro de carbono (CCla)

La induccién del dafio hepatico se realiz6 al 6to y 7mo dia por via oral
2ml/kg de peso de tetracloruro de carbono (CCls) disuelta en aceite de
oliva extra virgen a los grupos: control positivo, control silimarina y grupo

experimentacion, siendo este un compuesto que produce dafio hepatico.??

e EIl 6to dia se administr6 2,0 mi/kg p.c de CCly, (v/v) de aceite de

oliva.?

e EIl 7mo dia se administré 2,0 mi/kg p.c de CCla, al (v/v) de aceite

de oliva.

Esquema experimental

Para el dosaje se consideraran 4 grupos experimentales de 4 Rattus rattus var albinus

por grupo. %2

N° GRUPO GRUPO SUSTANCIAS  CANTIDAD
EXPERIMENTALES

GRUPO 1 Grupo Negativo Agua destilada 04
+Alimentacion

GRUPO 2 Grupo Positivo Agua destilada 04
+ CCl4

GRUPO 3 Silimarina 100 mg Silimarina 04
100mg/kg/dia +
CCly

GRUPO 4 Gentianella bicolor Extracto 04

200mg hidroalcohdlico

de Gentianella
bicolor
200mg/kg/dia +
CCly

Esquema de los grupos de experimentacion.??
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Sexto y séptimo dia de tratamiento:

> Se realizd el pesado de todos los animales correspondientes a cada

grupo conformado.

> La administracion de los tratamientos a cada grupo conformado se

dio de la siguiente manera:

Grupo de control negativo: se mantuvo con agua ad libitum
y alimentados con la formula elaborada en la Universidad

Agraria La Molina.

Al grupo control positivo se indujo la hepatotoxicidad con
0.5 mL CCl4 (1:1v/v) a una concentracion de 0.2 ml/100g
(0,2 ml de CCls + 0,1 ml de aceite de oliva extra virgen)

mediante una sonda orogastrica N° 4.

Se realizd los calculos de CCls para el 6to y 7mo dia de
administracion, esto fue calculado con el peso actual de
cada animal de experimentacion. La dosis para el 6to y
7mo dia fue 2 ml/kg V/V con aceite de oliva. La
administracion realizada fue por via oral a los grupos de
tratamiento con silimarina y tratamiento con el extracto

hidroalcohdlico de Gentianella bicolor.

Al octavo dia se realizé la recoleccion de las muestras sanguineas mediante puncién

cardiaca luego se procedio al sacrificio de los animales por dislocacion cervical, se

realizd la extraccion de los higados donde fueron pesados y examinados

macroscdopicamente luego conservados en formol en una concentracion del 10%.23
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Evaluacion de la actividad hepética

Determinacién de indicadores

Pruebas Bioquimicas de TGO, TGP, ALP, ALB, TB, BD, TP.
Coleccion de sangre

Después de 24 h de la ultima administracion de tratamiento, se anestesio
los animales de experimentacion con 2.5 ml de propofol 1% (200 mg / 20
mL. a una dosis de 2,5 mg/kg, debido a lo cual se utilizé una jeringa de 3
ml para la administracion por via intraperitoneal, esperando 10 minutos
para lograr la anestesia completa, luego se paso a extraer 5 ml de sangre
mediante la técnica de puncion cardiaca, empleandose una jeringa de 5 ml
con aguja N° 21, donde se traspasé rapidamente a un tubo BD
Vacutainer® SSTTM para Suero con Gel Separador, previamente
rotulado y llevado al laboratorio de analisis clinico FAST LAB, donde el
laboratorista clinico M. C. R. analizo cada una de las pruebas bioquimicas

lo que utilizo como muestra bioldgica fue el suero.

indice hepatico
Para determinar el indice hepatico (porcentaje del tejido respecto al
peso del animal) y porcentaje de incremento del tejido

(hepatomegalia), se empleo la siguiente férmula:

fndice hepitico— L WMO. . <00
naice lepa 1CO = Wanlmal

Donde:
% W nigado: Peso del higado
< W animal; Peso del animal
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Ademaés, se determind el porcentaje de incremento del IH de los
grupos tratamiento, en relacion al IH del grupo I (Grupo -), con la
siguiente formula

Donde:

% de incremento = IG crro0-1H ¢
IH ¢

X100

Donde:
e |H Gtto: indice hepatico del grupo tratamiento
e IH G1: indice hepatico del grupo 1
4.5. Plan de anélisis.

Los datos fueron tabulados en software Microsoft Excel version 2016, para
determinar el procesamiento. Para determinar la normalidad de los grupos
de estudio los resultados fueron sometidas a la prueba de CHAPIRO —
WILKS; para la comparacion entre los grupos control positivo, control
negativo, Silimarina y el grupo del extracto hidroalcohdlico de Gentianella
bicolor se utilizo la prueba de TUKEY vy la prueba de ANOVA para

encontrar la significancia de los grupos de estudio.
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4.6. Matriz de consistencia
Titulo de la |Formulaci |Objetivos: Hipotesis Tipoy Variables Definicion de Indicadores | Plan de
investigacién |6n del disefio operaciones y analisis
problema escala de
medicion
Objetivo general:  Determinar la _Hipotesis ~ Nula El Independient |Es realizado con las| control Prucha
actividad Hepatoprotectora del| (H0):  EI extracto| Presente e: Extracto | hojas, tallos y flores| yaqativo:
Efecto extracto hidroalcohdlico  de | p; i : : g CHAPIRO
;Tendra ( ! » N hidroalcoholico  de| Trabajo  de hidroalcohdlic |S€cas Y trituradas, se agua ad| WILKS para
hepatoprotecto Gentianella. bicolor *Corpus huay”|Gentianella bicolor | investigacion do 20T€G2  Una cierta jipitm v | determinar
¢ del extracto efecto elfen el dafio hepatico agudo inducido| «Corpus huay” no fue de tipo Y _ €/ cantidad de alcohol, se alimento. "
exiracto pot:_tet_racloruro d]fz carbono. tiene efecto experimental Gentianella  |coloca a un destilador normalidad
hidroalcohdlic | Objetivos especificos: ) Hepatoprotector en . _|bicolor para obtener | Control
d hidroalcohol | -Determinar el indice hepatico Y 4 toxicidad inducida de i t_nlvel (Corpus huay) metabolitos positivo: dfu 0 ISZ
0 ¢ ico de | POFcentaje dg incremento de tejido | por tetracloruro de g)r:?olc;?elvo y secundarios. En la que| CCls 2 mL/kg gstupdio
Gentianella segun grupo ae tratamiento. carbono en Rattus ue es administrada segin | p.c ’
bicol Gentianella | -Evaluar el efecto hepatoprotector | rattys Albinus. cuantitativo kg/peso del animal. . Pruebas
icolor bicolor dGeI _extli?ct(t))_ r;ldroalc&)hqlltao 288 “Hipétesis fCI)ICInggllrllg e Sgrazﬁto”{:/"";
“corpus huay” entianella bicolor en dosis de Alternativa  (H1): - . i
 dar sobre el | mg/kg/pc sobre valores medios de la | g extracto Dependiente: | _, ofecto| Silimarina— +1y TUKEYI
e el aano tejido actividad ~ enzimatica  de  las hjdroalcohdlico  de Efecto hepatoprotector  esta| CC14 2 ML/kg gﬁg?isis dee
hepatico agudo - transaminasas: TGO, TGP Yy ALP en | Gentianella bicolor hepatoprotecto | relacionado con: Grupo |
inducido por hepathO Rattuz drattl'és _&/ar' alblnusl con “COI’pIIS huay” tiene r en Rattus Analisis del indice experimenta|: F?gsultado
toxicidad inducida por tetracloruro| efect hepati % d
tetracloruro de dar dlgcarbo_no. I . Hepatoprotector en albinus  con incremento) de los Gentianella
ano -Determinar e efecto | |a toxicidad inducida higados de Rattus|picolor+ CCI
. 4
carbono inducido con Nepatoprotector  del  extracto por tetracloruro de toxicidad rratus  var  albinus. 2 mL/kg
hidroalcohdlico  de Ge,n'glanella carbono en Rattus inducida con | Cuantificacion de los
tetracloruro | bicolor sobre los niveles séricos de| rattus Albinus. tetracloruro de marcadores hepaticos:
de carbono ALB, TP, B“_d Yy B”_t contra la transaminasas (TGO,
hepatotoxicidad inducida por CCl4 carbono TGP) y ALP, ALB,
en Rattus rattus var. Albinus (CCly) TP, BILd, BILt. en
suero.
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4.7. Principios éticos

Para este desarrollo del trabajo de investigacién se consideré los principios
éticos, Helsinki establecidos por la Universidad Catdlica Los Angeles De
Chimbote, para el trabajo con animales de experimentacion donde tienen como
base legal a nivel internacional, los cuales se considera lo siguiente: proteccion
al animal, integridad cientifica, justicia, consentimiento informado y expreso,

todas estas técnicas son consideradas para obtener una buena investigacion.®®
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: indice Hepatico (IH) y porcentaje de incremento del tejido hepético de
Rattus rattus var. albinus segun grupo de tratamiento con toxicidad inducida por
tetracloruro de carbono.

GRUPOS IH* (%) % DE
INCREMENTO
NEGATIVO 4.00 +0.03 -
CCly 4.79 +0.49 19.7
SILIMARINA + CClq 418 +0.61 4.34
EXTRACTO DE 4.11+0.48 2.65
GENTIANELLA BICOLOR
200 Mg + CCl,

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.1.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Tabla 2: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor en

dosis de 200 mg/kg/pc sobre valores medios de la actividad enzimatica de las

transaminasas: (TGO, TGP) y ALP en Rattus rattus var. albinus con toxicidad inducida

por tetracloruro de carbono.

GRUPO DE Negativo CCly Silimarina+ Extracto  Significancia
TRATAMIENTO X ts X ts CCly Gentianella (p)
X ts bicolor 200
mg/kg +

CCly4

X ts
TGO U/L 36.7£1.3  41.5+1.3 36.5+1.7 37.5%£2.5 0.006
TGP U/L 62.4+3.1 88.2+1.0 71.6+x15.3 65.7+17.7 0.047
ALP U/L 187.8+5.3 217.2+13.3 176.5£16.0 197.2+16.5 0.018

* Prueba ANOVA (p<0.05)
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TABLA 3: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor

sobre los niveles séricos de ALB, TP, BILd y BILt contra la hepatotoxicidad inducida

por CCls en Rattus rattus var. Albinus.

GRUPO DE Negativo CCly Silimarina + Extracto
TRATAMIENTO X ts X ts CCls Gentianella
X ts bicolor 200
mg/kg + CCls
X *s
ALB (mg/dL) 3.9+0.1 3.2+0.2 4.0+0.1 3.9+0.1
TP (g/dL) 7.3+0.6 7.1+05 75+05 74+0.3
BILd (mg/L) 0.6 £0.13 1.0+0.63 0.6+0.18 0.6 +0.08
BILt (mg/dL) 1.4+£015 1.7+0.40 1.4+£0.30 1.5+£0.16

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.2. Anélisis de resultados

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
hepatoprotectora del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” en
el dafio hepético agudo inducido por tetracloruro de carbono. En vista que existen
antecedentes de la familia Gentianella que atribuye a dicha planta que presenta una
actividad hepatoprotectora.'®>® Se estudiaron las hojas, tallos y flores de Gentianella

bicolor “Corpus huay” debido que es utilizada la planta completa.

Se utilizé el modelo de induccién de dafio hepatico agudo en la presente investigacion
fue por tetracloruro de carbono (CCls), a una dosis de (2 ml/kg) esté se administro al
sexto y séptimo dia con lo que se coincide con Canelo P, Mendoza Y.?? Una vez
administrado el tetracloruro de carbono (CCls) los valores medios de la actividad

enzimatica de las transaminasas de TGO, TGP Y ALP se incrementaron (tabla 2).

Olivera G.®* menciona que el tetracloruro de carbono (CCls) es utilizado
frecuentemente para llevar a cabo un modelo de hepatoxicidad, debido a que, el
mecanismo de la necrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono (CCls) ha sido
objeto de investigacion extensa y, es quizas el hepatotoxico mejor estudiado y evidente

entre aquellos xenobidticos que se sabe causan dafio hepatico.®*

En la tabla 1 se observa el aumento del indice hepatico y % incremento del tejido
hepatico en el grupo de tetracloruro de carbono con 4.79% y 19.7%. Sin embargo, en el
grupo blanco, grupo silimarina + CCls y el grupo de tratamiento con el extracto
hidroalcoholico Gentianella bicolor 200 mg/kg + CCls, presentan una disminucion del
indice hepatico con 4.00%, 4.18% y 4.11% respectivamente. De igual forma se da la
reduccion del % incremento del tejido hepatico en los grupos de silimarina + CCls y el

grupo de tratamiento con el extracto hidroalcohdlico Gentianella bicolor 200 mg/kg +
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CCls, 4.34% y 2.65%. Siendo estos valores méas bajos en el grupo de tratamiento con el
extracto hidroalcohdlico Gentianella bicolor 200 mg/kg + CCls estos resultados pueden

ser explicados por la dosis empleada del extracto hidroalcohdlico.5?

Segun el estudio de Huaman O. et al.%? Sefala que el paracetamol a dosis de 200 mg/kg
aumenta el porcentaje del indice hepéatico con un 5,8% y 3,1%, en comparacion con la
administracion de CCl, a dosis de 2,0 ml/kg se ve incrementado el IH (%) con 4.79%.
donde se asemejan estos valores, debido a que no existe estudios que se justifique que el
CCls aumente el IH (%). Sin embargo, en la administracién de los tratamientos con los
extractos disminuye IH (%) e % incremento del tejido hepatico esto se debe a los

metabolitos secundarios presentes en la planta.®?

Las isoenzimas hepaticas, usadas como marcadores citotoxicos, se encuentran
normalmente en el plasma sanguineo, de providencia citosolico TGO, TGP.%® Jauregill
P, Martinez C.%® Manifiesta que al encontrarse en el plasma se relaciona con la
gravedad del dafio celular, indicando la extension de la irreversibilidad del dafo en la
disfuncién celular, los sintomas que se da ante un dafio hepatico es hepatomegalia,

dolor, etc.%?

El principal mecanismo porque se da el aumento de las transaminasas TGO, TGP y
ALP BILd, BILt. Es debido a su conversion de radicales libres de ticlorometilo (CCls)
altamente toxico por el sistema citocromo p450, que inicia una peroxidacion lipidica
cuando se combina con lipidos y proteinas de la célula en presencia de oxigeno para
formar el radical triclorometil peroxil (CCl30O-), el cual ataca a las células induciendo
necrosis y dafio de la membrana plasmatica a causa del incremento de su permeabilidad
y dandose cambios grasosos. Seguido de la hinchazon progresiva de la célula con

entrada masiva de calcio que conduce a la muerte. 284048:57,
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Por ello, se considera al estrés oxidativo como el principal mecanismo molecular

involucrado en la toxicidad por tetracloruro de carbono. 284048,

Este presente estudio revelo que el tetracloruro de carbono (CCls) aumentd
significativamente los niveles de transaminasas TGO. TGP. fosfatasa alcalina (ALP),
bilirrubina total (BILt) y bilirrubina directa (BILd) y la reduccion de la concentracion
sérica de las proteinas totales (TP) por CCls que es otro indicador de toxicidad hepatica,
disociando los polirribosomas en el reticulo endoplasméatico que conlleva a una
disminucion de la sintesis proteica.®’ De igual manera la reduccion de los niveles de
albumina (ALB). Se redujeron en comparacion al grupo control negativo (Blanco),

como se evidencia en las (tablas 2 y 3), que indica el dafio hepatocelular grave.®’

Panahi E.®° refiere que el incremento de las transaminasas se debe que TGO, TGP Y
ALP ALB, BILt, BILd. son liberadas de las células hepaticas dafiadas a la sangre, lo que
indica un dafio en el higado como la presencia de necrosis centro lobular, la
degeneracion del globo e infiltracion celular.®® De igual manera que Jauregill P,
Martinez C.*® menciona que el CCls provoca esteatosis, acumulacion de grasa, que
tiende principalmente a ser centrilobular, en oposicidn a una localizacion periportal en
proceso, como cirrosis biliar primaria u obstruccion biliar.®® Se puede comprobar que el

CClq4 provoca dafio en el higado desde un simple cambio graso a cirrosis hepatica.%

La actividad hepatoprotectora es la regeneracion de las células hepaticas. Por ello la
funcion natural del higado es reemplazar las células dafadas.®’ La administracion del
extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor en una concentracion de 200 mg/kg
durante 7 dias resulto con una reduccion significativa p<0.05% de la elevacion inducida

por CCls de los marcadores de las enzimas séricas.
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En la administracion del extracto hidroalcohdlico Gentianella bicolor en dosis de 200
mg/kg se observa la disminucion de los valores séricos de: TGO, TGP y fosfatasa
alcalina (ALP), bilirrubina total (BILt) y bilirrubina directa (BILd) y un aumento
significativo de albumina (ALB) y Proteinas totales (TP) El efecto observado fue
similar al control de silimarina 100 mg/kg, con una disminucion de los valores medios
de las transaminasas de: TGO, TGP, ALP. BILd, BILt y un aumento ALB y TP, Como

se observa en la tabla (2 y 3).

La reduccion de los niveles séricos de TGO, TG, ALP, BILd y. BILt podrian deberse a
que el extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor posee diversos componentes que
tengan la capacidad antioxidante.>® En el estudio realizado por Camacho D, Villanueva
R.> Determinaron, los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de
Gentianella bicolor (Campanilla morada). En la que identificaron cualitativamente la
presencia de triterpenoides y/o esteroides, lipidos, flavonoides taninos, antocianidinas,
alcaloides, azucares reductores, saponinas y aminoacidos.®® Del mismo modo en los
estudios de Huaman J, et al. y Soldrzano A, et al Realizaron una marcha fotoquimica,
la que identificaron la presencia flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides,
leucoantocianidina, compuestos fenolicos, xantofilas e iridoides. Lo que se justifica su

capacidad antioxidante 1820:55-

El alto contenido de compuestos fendlicos y flavonoides presentes en la planta de
Gentianella bicolor. son poderosos antioxidantes y poseen diversas actividades
antiinflamatorias ya que los flavonoides son captadores de radicales libres, donde

inhiben la etapa inicial del proceso de oxidacion.’

Existe diversos tipos de flavonoides que presentan efectos biolégicos que incluyen

propiedades antiinflamatorias e inhibidores de la xantina, oxidasa y la proteina quinasa
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C, anticancerigenos, entre ellas tenemos la morina y quercetina.®® La morina actia como
un inhibidor del dafio hepéatico agudo bloqueando las expresiones de citocinas
inflamatorias y mediadores, incluidos TNF-o, IL-1B. La quercetina es uno de los
compuestos flavonoides mas abundantes que se distribuyen como metabolitos
secundarios en muchas plantas. Las actividades antiinflamatorias de la quercetina
pueden surgir de sus efectos inhibitorios sobre las enzimas ciclooxigenasa (COX) vy

lipooxigenasa (LOX). Lo cual se atribuye con el estudio Carbonel K.°

El estudio Carbonel K. manifiesta mediante la evaluacion del “Efecto hepatoprotector
del extracto acuoso de Gentianella nitida ” las proteinas totales no tienen diferencia
significativa: el grupo control, grupo paracetamol, el grupo silimarina y el grupo
Gentianella nitida todos tuvieron la misma concentracion.'® Sin embargo en la presente
investigacion muestra una diferencia significativa en la administracion de CCI4 las
proteinas totales se encuentran disminuidos en comparacion con la administracion del
extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor, administracion de silimarina y el grupo
blanco se observa un aumento de los valores medios de la proteina total. Ya que en el
estudio sobre 'Efecto del decocto de Gentianella alborosea “hercampuri” sobre niveles
séricos de proteinas totales y albimina en rattus norvegicus var. Albinus” realizado por
Baltodano E no genero cambios significativos en los niveles de proteinas totales,
albumina y globulina en Rattus novergieus var albinus. Lo que atribuye a dicha

investigacion.

En el tratamiento con silimarina se ha observado su efecto protector ante el dafio
hepatico causado por CCls como se evidencia en la presente investigacion. Se conoce
como silimarina que es la combinacion de tres compuestos diferentes: silibinina,

silidianina y silcristina.>® ha sido ampliamente utilizada en los procedimientos hepaticos
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por su efecto regenerador de la estructura del higado.* En cuanto a la administracion de
Silimarina mas CCls disminuyeron las elevaciones significativamente de las

transaminasas, probablemente al proteger la membrana celular del higado.

Segln la prueba de normalidad de shapiro- wilks, andlisis de varianza ANOVA vy la
prueba de Post hoc de Tukey. Dio como resultado el cumplimiento de normalidad,
donde se observa que diferencias significativas se encuentran entre los grupos control
negativo y Tetracloruro, extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor + CCls y
tetracloruro (p<0.05). Lo cual nos indica que el extracto hidroalcohdlico de Gentianella

bicolor + CCl, esta influyendo sobre las transaminasas de TGO, TGP Y ALP.
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VI.

CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” a una dosis de
200mg/kg demostré un efecto hepatoprotector contra el dafio hepético agudo

inducido por tetracloruro de carbono (CCls).

El grupo de tratamiento del extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor +
tetracloruro de carbono mostraron una reduccion del indice hepéatico con 4.11 %
y un incremento de tejido hepético con 2.65%. en Rattus rattus var albinus con

toxicidad inducida por tetracloruro de carbono.

El extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor “Corpus huay” a dosis de 200
mg/kg/pc en Rattus rattus var albinus con toxicidad inducida por tetracloruro de
carbono presento un efecto hepatoprotector demostrado a través de la
disminucion de los valores medios de la actividad enziméatica de las
transaminasas: TGO 37.5 = 1.7 U/L, TGP 65.7 £+ 2.9 U/L y para ALP 197.2 =

16.5 U/L

El extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor presento un efecto
hepatoprotector contra la hepatotoxicidad inducida por CCls en Rattus rattus
var. Albinus demostrado a través de la disminucion significativa de BILd (0.6
+0.08 mg/L), BILt (1.5 £0.16 mg/dL) y un aumento significativo de ALB

(3.940.1 g/dL) y TP (7.4+0.3 g/dL).
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

Recomendaciones:

A las futuras investigaciones se recomienda realizar el estudio
histopatolégico del tejido hepatico.

Se recomienda el aislamiento de los metabolitos secundarios con
capacidad hepatoprotectora presentes en Gentianella bicolor para obtener
nuevas utilizaciones de dicha planta.

Se sugiere a las posteriores investigaciones realizar a diferentes dosis del
extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor para la obtencion de

mejores resultados.
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ANEXOS
Anexo N° 01: Gentianella bicolor (Corpus Huay)

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 02: Constancia de la determinacion taxonémica de Gentianella bicolor
(Corpus huay)

ot TRy
> e

'HUT %) Herbarium Truxillense (HUT)
3 /™ Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Pera

foas

Constancia N° 77 — 2017- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinaciéon taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Division @ Angiospermae

Clase : Dicotyledoneae

Subclase : Archychlamydeae

Orden : Gentianales

Familia : Gentianaceae

Género : Gentianella

Especie : G.bicolor (Wedd.) Fabris ex J.S. Pringle

Muestra alcanzada a este despacho por DIANA PAOLA DELGADO VALVERDE,
identificado con DNI N°74143689, con domicilio legal Villa maria, Mz. F LT. 11,
Nuevo Chimbote; estudiante procedente de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote, cuya determinaciéon taxondmica servira para la realizacién del proyecto
para optar el grado de Bachiller "Efecto hepatoprotector del extracto de las hojas,
flores y tallos de Gentianella bicolor (Wedd.) Fabris ex J.S. Pringle " corpus
huay”

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

cc. Herbario HUT

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.
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Anexo N° 03: Distribucion de manera aleatoria animales de experimentacion Rratus

rratus var albinus.

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 04: Pulverizacion y maceracion de Gentianella bicolor (Corpus huay)

Anexo N° 05: Filtracién al vacio con una bomba (Zeny) y papel Whatman, el mismo fue
evaporado en un rotavapor.

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.
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Anexo N° 06: La investigadora realizando la preparacion del extracto Corpus Huay

(Gentianella bicolor)

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 07: Investigadora realizando la preparacion de CCls

R\ / B e —
Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 08: Investigadora realizando la Preparacion de silimarina.

\ ] !

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.
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Anexo N° 09: Proceso del pesado de Rattus rattus var Albinus. realizado por la
investigadora

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 10: Proceso de la administracion de tratamientos via oral (sonda orogastrica)
realizado por la investigadora

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 11: Investigadora realizando la técnica de puncién cardiaca para la obtencion
de las muestras de sangre.

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.
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Anexo N° 12: Proceso de extraccion del higado realizado por la investigadora.

k9 - w'_s n:

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 13: Proceso del pesado de los higados de Rattus rattus var albinus

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora.

Anexo N° 14: Examen macroscépico de los higados de Rattus rattus var albinus

Gentianella
Bicolor 200 mg

BLANCO ccl,

Silimarina
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Tabla N° 1. Valores séricos de las transaminasas (TGPY TGP) ALT, ALB, TP, BILd y
BILt del grupo negativo

GRUPO DE TGO TGP ALT ALB TP BILd BILt
TRATAMIENTOS
CONTROL UL UL UL (mg/dl) (g/dL) (mg/L) (mg/dL)
NEGATIVO
R1 37 65.0 202 3.9 6.5 0.7 1.2
R2 38 58 201 3.8 7.8 0.8 1.5
R3 35 63 175 4.1 7.2 0.5 1.3
R4 37 64 175 3.9 7.7 0.6 1.5
PROMEDIO 36.7 62.4 187.8 3.9 7.3 0.6 1.4
DESVIACION 1.3 3.1 15.3 0.1 0.6 0.13 0.15
ESTANDAR

Fuente: Datos propios de la investigacion

Tabla N° 2. Valores séricos de las transaminasas (TGPY TGP) ALT, ALB,TP,BILd y
BILt del grupo positivo CCly

GRUPO DE TGO TGP ALT ALB TP BILd BILt
TRATAMIENTOS
CONTROL CCl4 UL UL UL (mg/dl) (g/dL) (mg/L) (mg/dL)
R1 42 89.0 236 3 7.6 0.9 2
R2 40 87 206 3.3 7.5 0.6 1.2
R3 43 88 210 3.1 7 2 2.1
R4 41 89 218 3.3 6.5 0.8 1.8
PROMEDIO 415 882 2172 3.2 7.1 1 1.7
DESVIACION 13 1 13.3 0.2 05 063 04
ESTANDAR

Fuente: Datos propios de la investigacion

Tabla N° 3. Valores séricos de las transaminasas (TGPY TGP) ALT, ALB,TP,BILd y
BILt del grupo Silimarina.

GRUPO DE TGO TGP ALT ALB TP BILd BILt
TRATAMIENTOS

CONTROL UL UL UL (mg/dl) (g/dL) (mg/L) (mgldL)
SILIMARINA
R1 36 780 201 4 71 04 1
R2 39 92 168 4 8 0.8 15
R3 3 60 170 3.9 79 07 1.7
R4 3 61 169 4.1 71 05 15
PROMEDIO 365 716 1765 4 75 06 1.4

DESVIACION 1.7 153 16 0.1 0.5 0.18 0.3
ESTANDAR

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla N° 4. Valores séricos de las transaminasas (TGPY TGP) ALT, ALB,TP,BILd y
BILt del grupo del extracto de Gentianella bicolor

GRUPO DE TGO TGP ALT ALB TP BILd BILt
TRATAMIENTOS

CONTROLEXTRACTODE  U/L  U/L  U/L (mg/dL) (g/dL) (mg/L) (mg/dL)

Gentianella bicolor

R1 39 640 193 4 7 0.6 1.6

R2 40.3 53 221 3.8 7.6 0.5 1.4

R3 35 59 195 3.9 7.2 0.7 1.6

R4 36 93 182 4 7.7 0.6 1.6
PROMEDIO 375 657 1972 3.9 7.4 0.6 1.5
DESVIACIONESTANDAR 25  17.7 165 0.1 0.3 0.08 0.1

Fuente: Datos propios de la investigacion

Anexo N° 14: Prueba de SHAPIRO — WILKS para determinar la normalidad de la
transaminasa (TGO U/L).

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estadistico gl Sig.
Negativo 0.89494522 4 0.40638745
CCl, 0.99291201 4 0.97187706
Gentianella bicolor 200 mg + CCl. 0.92377028 4 0.5582866
Silimarina + CCl4 0.83970169 4 0.19453448

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Fuente: elaboracién propia (SPSS Version 24)

Interpretacion

La prueba de normalidad Shapiro-Wilks indica que se cumple el supuesto de
normalidad (estadisticos de prueba entre 0.837 y 0.9238, gl=4, p>0.05). por lo cual

podemos pasar a realizar la prueba de analisis de varianza.
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Anexo N° 15: Prueba de ANOVA (Andlisis de varianza) para encontrar la significancia
de los grupos de estudios de la transaminasa TGO U/L.

Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 64.867 3 21.622 6.953 0.006
Dentro de 37.318 12 3.110
grupos
Total 102.184 15

Fuente: elaboracion propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: La prueba ANOVA de un factor indica (andlisis de varianza) que hay

diferencias en la puntuacion de T.G.O, de acuerdo con los tratamientos usados (F=
6.953, p<0.05%).

Tabla N° 5: Prueba de comparaciones multiples hsd tukey para los grupos de estudio
de la transaminasa TGO U/L

COMPARACIONES MULTIPLES HSD Tukey

Desv.
(1) GRUPOS (J) GRUPOS Error Sig.
Negativo CCl4 1.24695 0.01151717
Extracto Gentianella bicolor
200 mg/kg + CCly 1.24695 0.90941896
Silimarina + CCls4 1.24695 0.99698599
CCls Negativo 1.24695 0.01151717
Extracto Gentianella bicolor
200 mg/kg + CCly 1.24695 0.03666743
Silimarina +CCl,4 1.24695 0.00812262
Extracto Gentianella
bicolor 200 mg/kg +
CCly Negativo 1.24695 0.90941896
CCly 1.24695 0.03666743
Silimarina + CCls4 1.24695 0.82392923
Silimarina + CCl,
Negativo 1.24695 0.99698599
CCly 1.24695 0.00812262
Extracto Gentianella bicolor
200 mg/kg + CCly 1.24695 0.82392923

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: elaboracién propia (SPSS Version 24)
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Interpretacion: De acuerdo con la prueba Post hoc de Tukey se observa que diferencias

significativas se encuentran entre los grupos negativo y Tetracloruro, extracto
hidroalcoholico Gentianella bicolor 200 mg/kg + CCls y tetracloruro (p<0.05). Lo cual
nos indica que el Extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor 200 mg + CCl, esté
influyendo sobre el T.G.O U/L.

Anexo N° 16 Prueba de SHAPIRO — WILKS para determinar la normalidad de la

transaminasa (TGP U/L).

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estadistico gl Sig.
Negativo 0.85422016 4 0.24012272
CCl4 0.86336905 4 0.27245316
Extracto de Gentianella bicolor
200 mg + CCl4 0.88163312 4 0.34565791
Silimarina + CCl, 0.84906064 4 0.22313256

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Fuente: elaboracion propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: La prueba de normalidad Shapiro -Wilks indica que se cumple el

supuesto de normalidad (estadisticos de prueba entre 0.849 y 0.882, gl=4, p>0.05). por

lo cual podemos pasar a realizar la prueba de anélisis de varianza.

Anexo N° 17: Prueba de ANOVA (Analisis de varianza) para encontrar la significancia
de los grupos de estudios de la transaminasa TGP U/L.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1502.188 3 500.729 3.587 0.047
Dentro de 1675.250 12 139.604
grupos
Total 3177.438 15

Fuente: elaboracién propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: La prueba ANOVA de un factor indica (analisis de varianza) que hay

diferencias en la puntuacion de T.G.P, de acuerdo con los tratamientos usados (F=
3.587, p<0.05%).
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Tabla N° 6: Prueba de comparaciones multiples hsd tukey para los grupos de estudio
de la transaminasa TGP U/L

(I) GRUPOS Desv. Error Sig.
Negativo CCly 8.35476  0.04109987
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCl4 8.35476 0.62267381
Silimarina + CCl,4 8.35476 0.93955947
CCls Negativo 8.35476  0.04109987
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls4 8.35476 0.29647357
Silimarina + CCl4 8.35476 0.10801747
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls  Negativo 8.35476 0.62267381
CCly 8.35476 0.29647357
Silimarina + CCl, 8.35476 0.91060019
Silimarina + CCl4 Negativo 8.35476 0.93955947
CCly 8.35476 0.10801747
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls4 8.35476411 0.91060019

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: elaboracién propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: De acuerdo con la prueba Post hoc de Tukey se observa que

diferencias significativas se encuentran entre los grupos negativo y Tetracloruro de

carbono (CCls) (p<0.05). Lo cual nos indica que el tetracloruro de carbono (CCls) +

Extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor 200 mg + CCl4 esta influyendo sobre el

T.G.P.
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Anexo N° 18: Prueba de SHAPIRO — WILKS para determinar la normalidad de

Fosfatasa alcalina (ALP U/L).

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estadistico gl Sig.
Negativo 0.74498012 4 0.03462644
CCly 0.90723524 4 0.46787706
Extracto de Gentianella bicolor 200 mg +
CCly 0.67784722 4 0.00621554
Silimarina + CCl. 0.89937271 4 0.42794996

a. Correccidn de significacion de Lilliefors
Fuente: elaboracion propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: La prueba de normalidad Shapiro-Wilks indica que se cumple el

supuesto de normalidad (estadisticos de prueba entre 0.6778 y 0.9072, gl=4, p>0.05).

por lo cual podemos pasar a realizar la prueba de analisis de varianza.

Anexo N° 19: Prueba de ANOVA (Analisis de varianza) para encontrar la significancia
de los grupos de estudios de Fosfatasa alcalina (ALP U/L).

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
3533.250 3 1177.750 5.007 0.018
Entre grupos
2822.500 12 235.208
Dentro de grupos
6355.750 15

Total

Fuente: elaboracién propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: La prueba ANOVA de un factor indica (analisis de varianza) que hay

diferencias en la puntuacion de Fosfatasa Alcalina de acuerdo con los tratamientos
usados (F= 5.007, p<0.05%).
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Tabla N° 7: Prueba de comparaciones multiples hsd tukey para los grupos de estudio
de Fosfatasa alcalina (ALP U/L).

(I) GRUPOS Desv. Error Sig.
Negativo CCly 10.84455 0.07952668
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls4 10.84455 0.73165569
Silimarina + CCl, 10.84455 0.81709736
CCls Negativo 10.84455 0.07952668
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls4 10.84455 0.01312337
Silimarina + CCl4 10.84455 0.31072473
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCls  Negativo 10.84455 0.73165569
CCl4 10.84455 0.01312337
Silimarina + CCl,4 10.84455 0.27321356
Silimarina + CCl4 Negativo 10.84455 0.81709736
CCly 10.84455 0.31072473
Extracto de Gentianella
bicolor 200 mg + CCl4 10.8445455 0.27321356

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: elaboracion propia (SPSS Version 24)

Interpretacion: De acuerdo con la prueba Post hoc de Tukey se observa que

diferencias significativas se encuentran entre los grupos negativo y Tetracloruro,
Extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor 200 mg Y Tetracloruro de carbono
(CCl4) (p<0.05). Lo cual nos indica que el Extracto hidroalcoholico de Gentianella

bicolor 200mg/kg esté influyendo sobre el Fosfatasa Alcalina.
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