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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, enfogque cuantitativo y corte
transversal, se realiz6 con el objetivo de determinar el efecto del extracto acuoso de
las hojas de Peumus boldus (boldo) en toxicidad hepatica inducida con paracetamol
en Rattus norvegicus var. albinus. Para ello se utilizaron 15 ratas macho, los cuales
fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos. El grupo control negativo solo recibio
alimento y agua ad libitum, al grupo control positivo y experimental se le realizo la
induccion a hepatotoxicidad con paracetamol, al grupo experimental ademas se le
administro el extracto acuoso de Peumus boldus (boldo). El extracto acuoso de Peumus
boldus (boldo) se administrd por sonda orogastrica, 160 mg/kg al grupo experimental,
2 veces al dia durante 10 dias. Culminado el tratamiento se observé una reduccion en
los valores de GOT y GPT. Los resultados fueron sometidos a la prueba estadistica de
ANOVA, obteniendo un valor de p<0.05 indicando una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de trabajo. Se concluye que el extracto acuoso de las
hojas de Peumus boldus (boldo) reduce la concentracién de GOT y GPT en Rattus

norvegicus var. albinus con diabetes inducida.

Palabras clave: Esteatosis hepatica, extracto acuoso, hepatoprotector, paracetamol,

Peumus boldus.



ABSTRACT

The present research work, of an experimental type, quantitative approach and cross
section, was carried out with the objective of determining the effect of the aqueous
extract of the leaves of Peumus boldus (boldo) on paracetamol-induced hepatic
toxicity in Rattus norvegicus var. albinus. For this, 15 male rats were used, which were
randomly distributed in 3 groups. The negative control group only received food and
water ad libitum, the positive and experimental control group underwent induction of
hepatotoxicity with paracetamol, the experimental group was also administered the
aqueous extract of Peumus boldus (boldo). The aqueous extract of Peumus boldus
(boldo) was administered by oro-gastric tube, 160 mg / kg to the experimental group,
twice a day for 10 days. At the end of the treatment, a reduction in the GOT and GPT
values was observed. The results were subjected to the statistical test of ANOVA,
obtaining a value of p <0.05, indicating a statistically significant difference between
the working groups. It is concluded that the aqueous extract of the leaves of Peumus
boldus (boldo) reduces the concentration of GOT and GPT in Rattus norvegicus var.

albinus with induced diabetes.

Key words: Aqueous extract, hepatic steatosis, hepatoprotective, paracetamol,

Peumus boldus.
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I.INTRODUCCION

La medicina es una necesidad esencial de todo ser humano y las plantas son su fuente
principal, es por ello que desde tiempos primitivos el hombre ha recurrido a la
naturaleza para tratar diversas afecciones y mejorar su salud; por medio del ensayo
error aprendié a conocer el efecto beneficioso como téxico de las plantas y
transmitieron estos conocimientos a traves de las generaciones, de la misma forma

ampli6 su aprendizaje con la experiencia .

Las plantas medicinales son una de las fuentes mas importantes de sustancias activas
con potencial terapéutico, siendo utilizados por el 80% de la poblacion a nivel mundial.
Nuestro pais no es ajeno al conocimiento de las propiedades curativas de las plantas,
en la region andina existen mas de 4 400 especies con poder terapéutico ya conocidos
por pobladores locales. La importancia del producto natural en la medicina se basa en
sus efectos quimioterapéuticos y las posibilidades de desarrollar nuevas estructuras de
medicamentos. Sin embrago, en estos ultimos afios su disponibilidad se esta viendo

afectada por la degradacion constante de su habitad 2.

Se cree que dos tercios de las especies de plantas del mundo tienen importancia
medicinal, y casi todas poseen un excelente potencial antioxidante. El interés en los
antioxidantes vegetales exdgenos fue primero evocado por el descubrimiento y
posterior aislamiento del &cido ascorbico de las plantas. Desde entonces, el potencial
antioxidante ha recibido una gran atencion, esto debido a que el aumento del estrés

oxidativo se ha identificado como factor causante importante en el desarrolloy



progresion de muchas enfermedades, incluidas las enfermedades neurodegenerativas,

cardiovasculares y hepéticas, que amenazan la vida de quienes la padecen ©.

Las enfermedades hepéticas son una gran preocupacion en todo el mundo. Dado que
el higado es un érgano primario involucrado en la biotransformacion de alimentos y
drogas, por tanto, esta continuamente expuesto a diferentes tipos de enfermedades
como la hepatitis, la cirrosis, el higado graso, el cancer y la lesién por varios
compuestos quimicos. Ademéas de ello, es importante mencionar los dafios que
producen algunas enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus, la cual es
considerada como un problema de salud cada vez mayor en nuestra sociedad. Ademas
de las bien conocidas complicaciones cardiovasculares, renales y oftalmoldgicas de la
diabetes, las complicaciones relacionadas con el higado ocurren cominmente y con

frecuencia no se reconocen ©).

Las afecciones hepaticas, son un problema cada vez mas recurrente en nuestra
sociedad, el sobrepeso y la resistencia a la insulina son factores predeterminantes en
esteatosis hepética. La fisiopatologia del higado graso no esta bien dilucidada; por las
muchas causas que promueven el cumulo de grasas en las células hepaticas, varios
mecanismos pueden coadyuvar esta enfermedad como el aumento de radicales libres

por incremento de la B - oxidacion de &cidos grasos @.

Peumus boldus (boldo), arbol dioico de la familia Monimiaceae, cuyas hojas tiene uso
en la medicina tradicional, crece en Chile, Per y Ecuador, su infusion es usado como
digestivo casero y coadyuvante en enfermedades crénicas del higado. Se le confieren
caracteristicas de activacion de la produccion de bilis y de ayudar a secretar la bilis

contenida en la vesicula biliar. Dichas caracteristicas las tienen los principios activos



de la especie vegetal, aceites esenciales monoterpénicos y alcaloides isoquinolénicos
como la boldina, a la cual se le atribuye el efecto hepatoprotector. El extracto acuoso

del boldo también contiene antioxidantes como los flavonoides solubles en agua ©.

— El motivo para la realizacion del trabajo de investigacion de lo antes descrito
fue comprobar la propiedad terapéutica del extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus (boldo) como hepatoprotector, con el fin de aportar alternativas
fitoquimicas a los tratamientos convencionales de enfermedades hepaticas. Es
por ello, que se plante6 el siguiente problema de investigacion ¢ Tendré efecto
protector el extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus (boldo) en la
toxicidad hepatica inducida por paracetamol en Rattus norvegicus var Albinus?



OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de las hojas de Peumus

boldus (boldo) en Rattus rattus var. novergicus con hepatotoxicidad inducida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la concentracion de GOT y GPT en los diferentes grupos de trabajo
después del tratamiento con el extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus
(boldo) en Rattus rattus var. novergicus con hepatotoxicidad inducida.

e Comparar el efecto del extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus (boldo) a
dosis de 160mg/Kg con los demas grupos sobre la concentracion GOT y GPT en

Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

Veloz D, Ecuador, 2013, Determinacion de la actividad hepatoprotectora de Peumus
boldus en Rattus norvegicus con intoxicacién hepética inducida por paracetamol,
objetivo determinar el efecto hepatoprotector de Peumus boldus en hepatotoxicidad
inducida por paracetamol en Rattus norvegicus. Segdn los resultados obtenidos se
concluyd que el extracto acuoso de Peumus boldus tiene efecto hepatoprotector, segun

las pruebas bioquimicas de transaminasas .

Panocca R, Qqgenta Y, 2014, Per( en su estudio Efecto protector y regenerativo del
extracto puro de apio (Apium graveloens) en Rattus norvegicus con dafio hepético
inducido por tetracloruro de carbono. Tuvo como objetivo comparar los niveles de
transaminasas (TGO y TGP) antes y después de haber suministrado el extracto puro
de Apium graveloens e inducido dafio hepético con tetracloruro de carbono, evaluar el
dafio histopatolégico en los grupos experimentales. Tuvo como objetivo determinar
transaminasas en sangre despues de los tratamientos. Los resultados arrojaron que a la
dosis de 2 ml. El apio tiene efecto protector en hepatotoxicidad inducida por

tetracloruro de carbono ©.

Machaca R, Jimenez J, 2015, Peru, en su estudio Efecto protector del extracto acuoso
de Peumus boldus (boldo) frente a la induccion de cirrosis Hepatica con paracetamol
y fenobarbitalo en ratas, comparada con silimarina. Objetivo: Determinar el efecto
protector del extracto acuoso de Peumus boldus (boldo) a través de la lectura de los

niveles de perfil hepatico yestudio anatomopatologico de los higados de los animales



de experimentacion. Se concluyd que el extracto acuoso de Peumus boldus (boldo),
tiene efecto hepatoprotector frente a injuria provocada por el fenobarbital y

paracetamol seglin parametros bioquimicos y anatomopatoldgicos ©.

Segun Arellano M. et al, 2017, Per, en su estudio Efecto regenerador del consumo
del extracto acuoso de Camellia sinensis (TE VERDE) en ratas con dafio hepatico
inducido por paracetamol, tuvo como objetivo estimar las concentraciones del extracto
acuoso de té verde para los diferentes pesos de las unidades experimentales y
determinar el efecto del té verde sobre el dafio hepatico a través del analisis
histopatoldgico del higado de todos grupos experimentales. Muestra: 22 ratas divididas
en cinco grupos. Se concluyo que el extracto acuoso de té verde ayuda a disminuir los

efectos hepatotoxicos del paracetamol 19,

Segun Olivera L. 2018, Perd, en su estudio Efecto del extracto hidroalcoholico de las
flores de overo Cordia lutea en la toxicidad hepética inducida por paracetamol en ratas
holtzman macho Objetivo: Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico de las
flores de overo Cordia lutea en la reduccién de las alteraciones de los pardmetros
bioguimicos producidas en la toxicidad hepatica inducida por paracetamol en ratas
Holtzman macho. Segun los resultados se evidencia que la dosis de mayor efectividad
es la de 500mg. Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de las flores de overo (Cordia
lutea) redujo los niveles de transaminasas, enzimas y proteinas alteradas del higado de

las ratas 19,

Llapo M, Boy F. 2018, Per(, En su estudio Efecto de los extractos acuosos de
inflorescencias de Tessaria integrifolia sobre hepatotoxicidad inducida por

paracetamol en Rattus norvegicus var. Albinus. Tuvo como objetivo evaluar el efecto



del infuso de inflorescencias de Tessaria integrifolia Ruiz et Pavon sobre
hepatotoxicidad inducida por paracetamol en Rattus norvegicus Var. albinus , Método:
La muestra estuvo conformada por 4 grupos de 6 especimenes cada grupo. Resultado:
La administracion de extractos acuosos de tessaria integrifolia Ruiz et Pavon reducen
significativamente las concentraciones de las enzimasGOT/GTP y FAL que son
marcadores de dafio hepatico. Conclusiones: El infuso de inflorescencias y el decocto
de Tessaria integrifolia Ruiz et Pavon presenta efecto hepatoprotector frente a la
intoxicacion aguda por paracetamol en Rattus norvegicus var albinus, El infuso de las
inflorescencias de Tessaria integrifolia Ruiz et Pavon tiene un efecto hepatoprotector

mayor que el decocto de tallos deTessaria integrifolia Ruiz et Pavon (2,

Sifuentes F. 2018. Peru. En su estudio para evidenciar el Efecto hepatoprotector de
Curcubita maxima en Rattus norvegicus tratados con isoniacida, Trabajé con tres
grupos de 10 ratas cada uno, al primer grupo se le administrd isoniacida 50mg/kg/dia
via intraperitoneal; al segundo grupo silimarina 100 mg/kg/dia e isoniacida 50
mg/kg/dia; al tercer grupo silimarina 800mg/kg/dia e isoniacida 50mg/kg/dia,
evidenciando una disminucion significativa de transaminasas en los grupos problema,
llegando a la conclusion que existe efecto hepatoprotector de Curcubita méxima frente

a injuria con isoniacida %),

De la cruz G, Jaico M, Trujillo 2018, Efecto del decocto de Baccharis genistelloides
(carqueja) sobre hepatotoxicidad en Rattus norvegicus var. albinus, objetivo:
Determinar el efecto de los extractos acuosos de inflorescencias y tallos de Tessaria

integrifolia Ruiz et pavon sobre hepatotoxicidad inducida con paracetamol, Resultado:



Disminuyo significativamente los niveles de transaminasas GPT en los grupos

problema evidenciandose el efecto hepatoprotector 4.

Huaman |, Trujillo, 2018, Efecto hepatoprotector de los bulbos de Allium sativum
(ajo), en Rattus rattus var. albinus, Objetivos: Evaluar la funcion hepética a través de
las concentraciones de fosfatasa alcalina en Rattus rattus var albinus, inducir toxicidad
hepética con CCl4, avaluar el efecto del extracto de Allium sativum sobre la funcién
hepética en Rattus rattus var albinus previo a la administracion de CCl4, obteniendo
como resultado que el extracto de Allium sativum presentd la actividad

hepatoprotectora %,

2.2. Bases tedricas

ESTEATOSIS HEPATICA

La esteatosis hepatica tiene marcada relacion con el sobrepeso y la resistencia a la

insulina, pudiendo ocurrir también en personas delgadas .

La esteatosis hepética abarca un espectro de patologias con distinto prondstico clinico.
La acumulacion de triglicéridos en las células hepaticas, es lo menos complicado, por

otro lado, esta la cirrosis y el cancer hepatico primario 9.

El triglicérido no es hepatotoxico por si mismo, pero sus precursores (acidos grasos,
diacilgliceroles) y subproductos metabdlicos (radicales libres) pueden dafar los

hepatocitos 7.

La lipotoxicidad también inicia otros factores como citocinas inflamatorias, que

alteran la funcion de los hepatocitos en condiciones normales. El resultado es la muerte



de los hepatocitos, al morir liberan factores que activan la respuesta de cicatrizacion
para reponer los hepatocitos perdidos. Esta reparacion implica la expansion de otros
tipos celulares como miofibroblastos y células progenitoras que generan hepatocitos
sustitutos, que, a su vez atraen células inmunitaria s que liberan factores liberadores
de la lesion y reparacion hepéticas. La esteatosis hepéatica no alcohdlica, es la
manifestacion morfoldgica de la lipotoxicidad y las respuestas de cicatrizacion de
lesiones resultantes. La recuperacion hepética normal es un proceso muy complejo,
hay muchas oportunidades para la pérdida de regulacion y por lo tanto la
heterogeneidad patoldgica. Las estrategias actuales se abocan en evitar la reparacion

anémala por medio de prevencion o disminucion de la lesion hepatica 7).

HEPATOTOXICIDAD CON PARACETAMOL

Paracetamol tiene buena biodisponibilidad, su concentracion maxima se presenta de
treinta a sesenta minutos después de su administracion oral y su tiempo de vida media

media es de dos horas. %,

Su metabolismo es hepatico por conjugacién glucoroénica en su mayoria (60%), acido
sulfurico (35) o cisteina (3%). En menor proporcion que las vias anteriores presenta
N-hidroxilacion por es citocromo P-450principalmente por el CYP 2E1 formando el
N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQUI), metabolito muy téxico que en condiciones

normales se conjuga con el glutation y grupos sulfidrilo para su eliminacion ¢,

Cuando hay una sobredosis de Paracetamol las vias principales de conjugacion se
saturan, yendo entonces a la via del citocromo P-450 Formandose un exceso de

NAPQUI, depletando las reservas hepéticas de glutation; este metabolito toxico se une



covalentemente a proteinas hepaticas inactivandolas, ocasionando lesiones hepaticas

principalmente necrosis centrolobulillar 9

Peumus boldus (boldo)

Arbol dioico, crece en Chile, Argentina y Perd; usado como colerético (activa la
produccién de bilis), colagogo (facilita la expulsion de bilis) y como protector
hepatico. Puede llegar a medir 30 metros, de corteza rugosa y color marron. Tiene

hojas opuestas, ovaladas de textura aspera.

Contiene principios activos como alcaloides, siendo el de mayor proporcion la boldina,
la cual, le proporciona el olor ya la que se le asigna las propiedades de proteccion

hepética, colerética y colagoga (®).

CLASIFICACION TAXONOMICA

TAXONOMIA PERTENENCIA
DIVISION Faner6gama
SUBDIVISION Angiosperma
CLASE Dicotiledonea
SUBCLASE Dialipetas
ORDEN Laurales
FAMILIA Monomiaceae
GENERO Peumus

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS:

Peumus boldus contiene principios activos como aceites esenciales, taninos,
flavonoides; que le dan las caracteristicas hepatoprotectoras. Se le atribuye al alcaloide

boldina dichas propiedades.

10



COMPOSICION QUIMICA

Los aceites esenciales estan conformados por hidrocarburos monoterpénicos como:
Limoneno, y-cineol y linalol. Flavonoides y alcaloides de los que se destaca Boldina

(la tercera parte del total de alcaloides) ®

TRANSAMINASAS:

Son enzimas que se almacenan en el corazon, cerebro y principalmente en el higado,
donde se producen. Si hay una elevacién de éstas, nos indican la presencia de alguna
afeccion en el higado, que podria atribuirse a una alimentacién deficiente, consumo

incrementado de alcohol y algunos farmacos.
Pueden ser:

GOT: Glutamato oxalacetato transaminasa
GPT: Glutamato piruvato transaminasa

GOT Ubicado en citoplasma y mitocondria, cataliza la transferencia del grupo amino
del L — Aspartato al acido a — cetoglutarato en corazon e higado, donde se encuentra
en mayor concentracién y en menos grado en rifiones, musculos, pancreas, bazo y

pulmon @9),

GPT: Se ubica en hepatocito, por eso es especifico en circunstancias regulares tiene

poca 0 ninguna actividad 9,

Cuando hay una dolencia hepatica GOT y GPT se elevan, pero GPT en mayor grado,

salvo cuando hay deterioro en la mitocondria por ejemplo en alcoholismo @9,

11



HIPOTESIS

(H1) HIPOTESIS ALTERNATIVA: El extracto acuoso de Peumus boldus (boldo)

tiene efecto protector frente a hepatotoxicidad inducida con paracetamol.

(Ho) HIPOTESIS NULA: El extracto acuoso de Peumus boldus (boldo) no tiene

efecto protector frente a hepatotoxicidad inducida por paracetamol.

12



I1l.  METODOLOGIA
4.1 Disefio de la investigacion

El presente estudio es de tipo experimental, de nivel cuantitativo y corte longirudinal.

4.2 Poblacion y muestra

Poblacion vegetal

Constituido por la planta de Peumus boldus adquirido en el mercado “Unién” de la
ciudad de Trujillo, que fue llevado al Herbarium Truxillensi para su autenticacion.
Muestra vegetal

Constituida por las hojas frescas de Peumus boldus.

Criterios de inclusion:

Hojas frescas de Peumus boldus con caracteres organolépticos ideales.

Criterios de exclusion:

Hojas de Peumus boldus que presenten caracteres organolépticos deficiente

Material bioldgico

Constituido por 15 especimenes de Rattus norvegicus var albinus adquiridas en el

bioterio de la Universidad Nacional de Trujillo.

13



4.3 Definicion y operacionalizacion de variables:

Efecto sobre transaminasas

GPT, GOT.

disminuir los niveles elevados de

transaminasas GPT y GOT.

de los niveles de

transaminasas GPT y GOT.

Ul/L

Escala De
Variables Definicion Conceptual Definicion Operacional Indicadores
Medicion
Producto obtenido a través :
o Extracto a base de hojas de Extracto a dosis de | Variable
Independiente: del extracto acuoso de las o
_ Peumus boldus (boldo) usando 160 mg/Kg en el |Cudlitativa
Extracto acuoso de las hojas de hojas de Peumus boldus
como solvente agua. grupo experimental. | nominal.
Puemus boldus (boldo) (boldo).
Dependiente: Capacidad de una sustancia para | Se determiné la disminucion Variable

Cuantitativa

de razo6n

14




4.4 Técnicas e instrumentos

Grupo Control Negativo: Este grupo estuvo conformado por 05 animales de
experimentacion las cuales se encontraron biologicamente saludables, se le brindd
agua y alimento ad libitum. El dia 3 se extrajo la muestra inicial para realizar la prueba

bioquimica de GOT y GPT en suero, mediante la técnica de Archer.

Grupo Control: Este grupo estuvo conformado por 05 animales de experimentacion
a quienes se les brindé agua y alimento ad libitum. La dosis que se empled fue
seleccionada a partir de estudios previos disefiados para obtener la dosis efectiva del
modelo experimental de hepatotoxicidad aguda por paracetamol. Los animales de
experimentacion fueron aclimatados en un bioterio con 12 horas de luz y 12 horas a la
oscuridad. Se retird la alimentacion 12 horas antes de la administracion del producto
de ensayo. El agente hepatotdxico utilizado fue paracetamol tabletas, se pulverizd y
solubilizo las tabletas en solucién salina (NaCl) al 0,9 %, garantizando una dosis de
600 mg/kg de peso corporal. El dia 3 se extrajo la muestra inicial para realizar la prueba
bioquimica de GOT y GPT en suero, mediante la técnica de Archer 9.

Grupo Experimental: Formado por 5 animales de experimentacion, a los que se les
inducira hepatotoxicidad aguda por paracetamol y posterior administracion via oral de
160 mg/kg. p.c del extracto acuoso de Peumus boldus 1 vez al dia al dia, durante 10
dias.

OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO

Para la obtencion del extracto acuoso de Peumus Boldus se siguido el método
tradicional de decocto. Las hojas fueron secadas en una estufa del laboratorio a 38°C
de temperatura por dos dias. Luego de lo cual se pesaron 80 gramos de ésta en una
balanza electronica, previamente calibrada. Posteriormente, éstas fueron molidas en
un molino de café hasta obtener un polvo fino, el cual se diluy6 en 500 cc de agua a
100°C por 30 minutos. De dicha manera, se obtuvo un extracto acuso de Boldo a una

concentracion de 160 mg/ml. Se administrara durante los diez dias de duracién del

15



experimento.

INDUCCION DE LA TOXICIDAD HEPATICA:

Se pesara 10 tabletas de paracetamol de 500 mg, haciendo una dilucion
con 60 ml de agua. Se obtendra una solucion de 83,3 miligramos por
mililitro fluida. Luego se administrara con sonda orogastrica 600 mg
por kilogramo de peso corporal, durante el dia 2, 3,4 en ayunas Los

animales seran mantenidos con agua y comida a voluntad V.

EXTRACCION DE SANGRE PARA ANALISIS BIOQUIMICO

Antes de la administracion de tratamientos, se determinaron los niveles basales del
perfil hepatico, para ello se sometid a las unidades experimentales a previo ayuno de
12 horas, y se extrajo la muestra de sangre de la cola por el método de Archer, en el
cual se limpid la cola de la rata con alcohol puro y algodon, luego se calentd la cola
con agua a 40°C para provocar vasodilatacion de la vena caudal y mediante
movimientos tipo peristalticos se extraera la sangre almacenandola en capilares (en el

dia 1, dia 5 y dia 10) para determinar el perfil hepatico 4.

DETERMINACION DE LAS ENZIMAS HEPATICAS EN SANGRE

Meétodo colorimétrico: se determind mediante un kit de reactivos del laboratorio
Wiener; método para la determinacion cuantitativa enzimética calorimétrica de
aspartato amino transferasa en suero o plasma. Segun Reitman y Frankel para la
determinacion de la transaminasa Aspartato Aminotrasferasas (AST) y Alanina
Aminotransferasa (ALT) en suero 5,

La AST cataliza la siguiente reaccion:
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L — aspartato + alfa — cetoglutarato TGO — glutamato +
oxalacetato
La ALT cataliza la siguiente reaccion:

L — alanina + alfa — cetoglutarato TGP — glutarmato + piruvato

El piruvato o el oxalacetato formado, reacciona con la 2,4 — dinitrofenilhidrazina

produciendo en medio alcalino, un compuesto coloreado que se mide a 505 nm.

PROCEDIMIENTO PARA LECTURA

EQUIPOS
e Espectrofotometrro “THERMO” RA — 50

e Centrifuga “HETTCH-EBA 20” Serie D- 78532
e Equipo de bafio Maria “MEMMERT” Serie AL 35260

e Refrgerador “SAMSUNG” RT 43EASW!/SAM Serie 42014GRX150058Y

REACTIVOS

e Kit de transaminasas Wiener Lab.

PROCEDIMIENTO

En dos tubos rotulados B (Blanco) y D (Desconocido) Colocar:

B D

Reactivo A (GOT O GTP) 0,5 mi 0,5 ml

Colocar en bafio Maria a 37°C + 0,5°C durante 5 minutos

Suero - 100 pl

Mezclar por agitacion suave e incubar exactamente 30 minutos y agregar:
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Reactivo B 0,5 mi 0,5 ml
Mezclar y dejar 10 minutos a 37°C luego agregar:
Reactivo C diluido 5ml 5ml

Mezclar por inversion y retirar del bafio después de 2 minutos. Leer la absorbancia
en fotocolorimetro con filtro verde (500-550nm) en espectrofotémetro a 505 nm o

Hg 546, llevando el aparato a cero D.O. con agua destilada 9.

Valores normales, en ratas (segin Altman y Raymund)
GOT= Valor Promedio 55.4 - Valor referencial 5-80 UI/L

GPT= Valor Promedio 25.2 - Valor referencial 5-80 UI/L

45 PLAN DE ANALISIS

Para el analisis de datos se utilizé el programa Microsoft Excel. Los resultados se
obtendran, de los grupos de estudios que se presentaran en las tablas. Las pruebas
estadisticas seran ANOVA para ver la significancia entre las muestras, analizados en

la base estadistica del SPSS VERSION 20.0.
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4.6 Matriz de consistencia

Formulacion Tipoy disefio Indicadores
Investigacion Objetivos Hipotesis de Variables Definicion y escala de | Plan de analisis
del problema . S ey
investigacion medicion
Efecto ¢Tendré efecto | OBJETIVO GENERAL El trabajo de Variable Extracto a Variable
hepatoprotector protector el HIPOTESIS investigacion Independiente: base de cualitativa
del extracto extracto - Evaluar el efecto hepatoprotector fue de tlpO hOJa.S de nominal Para el analisis
acuoso de Peumus | acuoso de las | del extracto acuoso de las hojas de ALTERNATIVA (H1): EI' | experimental, | Extracto acuoso | Peumus de datos se
boldus _(boldo)t_en hojas de Peumus boldus (boldo) en Rattus | extracto acuoso de Peumus de enfoqye de las hojas de boldus utilizé el
esteatosis hepatica Peumus rattus var. novergicus  con cuantitativoy | Puemus boldus | (boldo) programa
inducida con boldus (boldo) | hepatotoxicidad inducida. boldus (boldo) tiene efecto | corte (boldo) usando como Microsoft Excel.
paracetamolen en la esteatosis protector frente a esteatosis transversal solvente Los resultados
Rattus norvegicus hepética ] i ) Variable agua. se obtendran. de
va. Albinus inducida por | OBJETIVOS ESPECIFICOS hepatica inducida  con dependiente: los grupos dé
paracetamol paracetamol. _ estudios que se
enRattus | - Evaluar la concentracién de GOT Efecto sobre Variable presentaran en
nOfVeg_lCUS var y GPT en IOS diferentes grupos de ] transaminasas ) Cuantlt,atlva Ias tablaS. Las
Albinus? trabajo después del tratamiento | HIPOTESIS NULA (Ho): GPT, GOT. Capacidad | de razon pruebas
con el extracto acuoso de las hojas de una estadisticas
El extracto acuoso de :
de Peumus boldus (boldo) en X ! sustancia seran ANOVA
Rattus rattus var. novergicus con | Peumus boldus (boldo) no para para ver la
ici i i . disminuir los inifi i
hepatotoxicidad inducida. tiene efecto protector frente a ! II ui significancia
_ o niveles entre las
- Comparar el efecto del extracto | esteatosis hepatica inducida elevados de muestras,
acuoso de las hojas de Peumus transaminasa analizados en la
. l.
boldus (boldo) a dosis de por paracetamo sGPTy base estadistica
160mg/Kg con los deméas grupos GOT. del SPSS
sobre la concentracion GOT vy VERSION 20.0.

GPT en Rattus norvegicus var.
albinus  con  hepatotoxicidad
inducida.
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4.7 Principios éticos

En la presente investigacion, se contemplaron las normas de bioseguridad en

laboratorio, teniendo en cuenta los protocolos de seguridad de laboratorios y talleres

(26),

“El cuidado de los animales utilizados en esta investigacion se rigié por los principios
éticos y normativos establecidos por el cddigo de ética para la investigacion de la
Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, version 001, relativa a la proteccion

de los animales utilizados para fines cientificos 7.

Proteccién a los animales, los especimenes se alojaron en jaulas suficientemente
grandes y en un entorno adaptado asegurando su salud y comodidad, de tal manera que
sus patrones metabolicos y de comportamiento se mantuvieron normales y estables,
logrando resultados confiables. Los métodos de sacrificio evitaron el dolor, el

sufrimiento y la angustia de los animales @7

Beneficencia y no maleficencia, la conducta del investigador en el proceso de la
investigacion respondid a las siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los

posibles efectos adversos y maximizar los beneficios” ¢7).
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IV. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1. Evaluacion de la concentracion de transaminasa GOT sérica en los diferentes

grupos de trabajo después del tratamiento con el extracto acuoso de las hojas de

Peumus boldus (boldo) en Rattus rattus var. novergicus con hepatotoxicidad inducida.

"X D.S GOT BASAL X D.SGOTDIAS X D.SGOTDIA 10
(Post induccidn a (Post tratamiento con (Post tratamiento con
hepatotoxicidad) Peumus boldus) Peumus boldus)
Grupo Blanco 52+ 75 55+45 54+5.2
Grupo Control 50+6.7 59+£79 94+12
(Paracetamol)
Grupo
Experimental 51+5.9 68+ 8.2 74+6.7
(Paracetamol +
extracto Peumus
boldus 160mag/kq)
*Prueba ANOVA (P<0.05)

Fuente: Paquete estadistico SPSS 20.0 sobre los datos obtenidos en la investigacion.

21

ANOVA
Sig. (P)

0.000*



Tabla 2. Evaluacién de la concentracion de transaminasa GPT sérica en los diferentes

grupos de trabajo después del tratamiento con el extracto acuoso de las hojas de

Peumus boldus (boldo) en Rattus rattus var. novergicus con hepatotoxicidad inducida.

X D.S GPT BASAL X D.SGPTDIAS X D.SGPTDIA 10
(Post induccidn a (Post tratamiento con (Post tratamiento con
hepatotoxicidad) Peumus boldus) Peumus boldus)
Grupo Blanco 23+4.2 22+7.4 24 £ 6.6
Grupo Control 25+5.2 34+6.2 49 + 6.7
(Paracetamol)
Grupo
Experimental 22455 36+ 7.4 34+7.2
(Paracetamol +
extracto Peumus
boldus 160mg/kg)
*Prueba ANOVA (P<0.05)

Fuente: Paquete estadistico SPSS 20.0 sobre los datos obtenidos en la investigacion.
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4.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El empleo de plantas medicinales es una préactica tan antigua como la humanidad, es
asi que desde tiempos inmemoriales el hombre ha utilizado los recursos naturales,
entre ellos las plantas, para solucionar algun tipo de dolencia. En los Gltimos afios la
comunidad cientifica ha puesto mayor énfasis en los estudios de plantas con potencial
terapéutico, con la finalidad de prevenir o coadyuvar en el tratamiento de las
enfermedades, principalmente de indole cronica degenerativa, siendo estas

propiedades atribuidas a sus componentes quimicos ¢®.

En la tabla 1 se observan los resultados 52 + 7.5 U/L, 50 £ 6.7 U/L y 51 + 5.9 U/L, para
los grupos de control negativo, control positivo y grupo experimental, respectivamente;
valores que se encuentran dentro del rango de referencia de la transaminasa GOT (valor
referencial 10 — 40 U/L), por lo que no se evidencian diferencias importantes entre los
grupos de experimentacion durante los primeros dias, sin embargo, al décimo dia en
el grupo control positivo, donde se produjo la injuria o dafio hepéatico con paracetamol
sin tratamiento, hay un aumento significativo en comparacion con los otros grupos,
observandose el valor 94 + 1.2 U/L, esto se puede atribuir al dafio hepético inducido
por el paracetamol, ya que lesiona la membrana hepatocelular promoviendo la salida
de enzimas al torrente sanguineo produciéndose un aumento en los niveles séricos de

GOT indicando un posible dafio hepatico 9.

En la tabla 2 no se observa una marcada diferencia entre los grupos de estudio durante
la fase experimental. En el grupo control a partir del dia 5 al 10 hay un aumento

importante de la enzima TGP se encuentra casi exclusivamente en el citosol del
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hepatocito y TGO ademéas del citosol y mitocondria del hepatocito, también se
encuentra en el corazén, rifiones, cerebro, musculo esquelético, pancreas, pulmén,

eritrocitos y leucocitos.

Es marcado el efecto de Peumus boldus en el grupo tratamiento, dicho efecto se le
atribuye a la Boldina, alcaloide de Peumus boldus que disminuye la toxicidad
promovida por radicales libres reduciendo la peroxidacion lipidica de la membrana
celular usando vias enzimaticas y no enziméticas activando catalaza y

superoxididismutasa que permiten la eliminacion de radicales libres del organismo.
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CONCLUSIONES

Se evaluo el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Peumus boldus
(boldo) evidenciado por la disminucidn de los niveles de transaminasas en los

grupos experimentales.

La comparacion de las concentraciones de transaminasas GOT y GTP entre
los grupos experimental y control evidencian una disminucion de los niveles

de transaminasas en el grupo experimental con respecto al grupo control.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

- Hacer maéas estudios para establecer un mecanismo de accion que

probablemente sea una accidn antioxidante directa.

- Hacer estudios para establecer una dosis éptima y segura de Peumus boldus

para ejercer su efecto protector hepatico.
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ANEXOS

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

Da Constancia de la determinacion taxondmica de un {01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida

. Subclase: Magnoliidae

. Super Orden: Magnolianae

. Orden: Laurales

. Familia: Monimiaceae

. Género: Peumus

. Especie: P. boldus Molina

Nombre com(n:  “boldo’

Muestra alcanzada a este despacho por JOSE LUIS FRANCO ARGOMEDO.
identificado con DNI: 18032615, con domiciiio legal en Jirdn Unién N°S97 - Trujillo.
Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Escuela Académico
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote (ULADECH), cuya determinacion laxondmica servira para la realizacion del
taller de investigacion Ill. “Efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Peumus
boldus ‘boldo” frente a esteatosis hepética inducida con paracetamol en Rattus
norvegicus var, albinus.”

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