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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, fue de tipo experimental, de enfoque cuantitativo
corte longitudinal, cuyo objetivo fue determinar el efecto hepatoprotector del extracto
de los bulbos de Allium sativum en Rattus rattus var. albinus, en el cual se emplearon
18 ratas macho con un peso aproximado de 200 a 250 mg; divididos aleatoriamente en
3 grupos (n = 6): el grupo control negativo solo recibié alimento y agua ad libitum, el
grupo control positivo recibié CCl4 a dosis de 2 ml/kg para generar dafio hepatico y el
grupo experimental recibid el extracto de Allium sativum 200 mg/ kg antes de iniciar
el dafio hepéatico con CCI4 . El extracto se obtuvo mediante un extractor casero y fue
administrado por sonda orogastrica. El dafio hepatico fue realizado con CCl4 en una
dosis de 2ml /kg disuelta en aceite de oliva (1:1v/v) mediante via oral; empleando
como medida principal para el estudio el test de Fosfatasa Alcalina (ALP). Los
resultados fueron sometidos a la prueba de T -STUDENT y prueba ANOVA,
obteniéndose un valor de p < 0.001 indicando una diferencia estadisticamente
significativa, concluyendo que el extracto de los bulbos de Allium sativum presento

un efecto hepatoprotector.

Palabras clave: Plantas medicinales, Allium sativum, Ajo, hepatoprotector,

tetracloruro de carbono



ABSTRACT

The present research work was of an experimental type, with a longitudinal cut
quantitative approach, whose objective was to determine the hepatoprotective effect
of the extract of the Allium sativum bulbs in Rattus rattus var. albinus, in which 18
male rats weighing approximately 200 to 250 mg were used; divided randomly into 3
groups (n = 6): the negative control group received only food and water ad libitum, the
positive control group received CCI4 at a dose of 2 ml / kg to generate liver damage
and the experimental group received the extract of Allium sativum 200 mg / kg before
starting liver damage with CCI4. The extract was obtained by means of a homemade
extractor and was administered by an orogastric tube. The liver damage was done with
CCl4 in a dose of 2ml / kg dissolved in olive oil (1: 1v / v) orally; using the Alkaline
Phosphatase (ALP) test as the main measure for the study. The results were subjected
to the T-STUDENT test and ANOVA test, obtaining a value of p <0.001 indicating a
statistically significant difference, concluding that the extract of the Allium sativum

bulbs had a hepatoprotective effect.

Key words: Medicinal plants, Allium sativum, Garlic, hepatoprotective, carbon

tetrachloride

vi



CONTENIDO Péagina

AGRADECIMIENTO ..ottt i
DEDICATORIA. .. e e e s nre s iv
RESUMEN ... %
ABSTRACT . . neas vi

} INTRODUCCION ....ooioiiriieiseeeissesesseeseseessessssssssssssesssesssssesssssssssesenns 1

Il.  REVISION DE LA LITERATURA. .. c..oooniireireieiserneesesesesessseesenenns 6

2.1, ANEECEACNLES. .. ooiveeeiiieeiiie e cee s e se e e e e e e st e e et e e e s e e e sna e e e naeeereeeaneeeas 6

2.2. Bases Teoricas de la Investigacion. .. ......ccocovvviriinieienenese s 9

L HIPOTESIS oottt 15
V. METODOLOGIA. .. ccoooiiiiriiiiieieieseiesiss s 16
4.1.  Disefo de 1a iNVEStIZACION. .. .oceieriiiiiieieienieeiesie st 16
4.2, PODBIACION Y MUESEIA .....ecviiiieiicicrie e e 17
4.3.  Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores......................... 18
44.  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos..........cccocvveviereicnnenen, 20
45, Plan de @n8liSIS........ccoooiiiiiiiiiiee e 22
4.6.  Matriz De CONSISTENCIA . ....c.viiveieriiriiiiieieeiieee ettt 23
A7,  PrINCIPIOS GHICOS. .. cuviueeueeuiiiiiestestestesiese ettt sttt sttt b bbb b ene e 24
V. RESULTADOS ...ttt et 25
5.1, ReSUIAdOS. .. cveiiiiiiiiie et 25
5.2.  ANAlISIS de resultados. .....c.coouveiuiiiiiiecie e 29

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccccoiieiiriieenie e 32

6.1.  CONCIUSIONES. .. ciivvieiiiieiiiie et siee et e e be e e snbeeesneeeens 32
6.2. RecOMENdACIONES. .. ...cciiiieiiiiiiiie et sae e snree e 33
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coovevieeeeeeeeeeeesesevstesess s, 34
ANEX O . o i a e araes 41

Vii



INDICE DE TABLAS

CONTENIDO Pagina

TABLA 01. Evaluar la funcion hepética a través de la concentracidn de Fosfatasa Alcalina en

el grupo control negativo de los especimenes de Rattus rattus var. albinus..................... pag 25

TABLA 02. Evaluar el efecto del tetracloruro de carbono sobre la funcién hepatica en Rattus

rattus var. albinus a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina en el grupo tratado con

TABLA 03. Evaluar el efecto del tetracloruro de carbono sobre la funcién hepatica en Rattus

rattus var. albinus a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina en el grupo tratado con

TABLA 04. Comparacion de la concentracion de (ALP) entre los grupos control

negativo, control experimental ycontrol poSItiVo ...........ccccoveeieece e, pag 28

viii



l. INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales es tan antiguo como la aparicién del hombre; entre
las diferentes practicas complementarias empleadas y difundidas a traves de la cultura
popular, las plantas medicinales siempre han ocupado un lugar destacado e
importante; incluso durante afios fue el principal recurso terapéutico empleado para
tratar los problemas de salud de las personas; pero con el paso de los afios su uso se
ha venido devaluando; la medicina moderna implementd los medicamentos
industrializados siendo estos méas los mas empleados en la sociedad , sin embargo hoy
en dia las politicas de ciencia y salud estan tratando de reestablecer el uso de plantas
medicinales en la salud , es por ello que es necesario que las personas que indiquen su

uso sean personas profesionales de la salud &),

En el 2007 la cumbre Internacional organizada por el colegio Médico del Peru,
conocida como La Declaracion de Lima, reconoce la importancia de la Medicina
Tradicional e incluso recomienda el empleo de su uso en los sistemas oficiales de Salud
de cada pais. En el Peru dicho tema se ha venido implementando con diversos estudios
de etnobotanica en diversas poblaciones; las explicaciones para el uso extendido de
ellas en el pais se deben a la diversidad de especies vegetales y el tradicional uso que
se conoce sobre su empleo. Actualmente su uso coexiste con la medicina occidental
siendo orientado en la prevencion y el alivio de los diversos problemas de salud y
segun el estudio realizado las pacientes exige que los profesionales prescriban plantas

medicinales en su acto médico @,



Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina tradicional abarca
diferentes enfoques, conocimientos y diversas creencias sanitarias las cuales estan
basadas en las plantas, animales e incluso en terapias espirituales los cuales se aplican
en forma individual o conjunta cuyo propésito es mantener el bienestar de la persona;
ademas de brindar un diagnostico correcto y prevenir complicaciones posteriores .En
paises subdesarrollados se ha evidenciado que casi el 90% de la poblacion opta por
un tratamiento alternativo (Medicina Tradicional). Segun estudios las plantas
medicinales tienen una gran contribucion en comunidades locales, debido a que su uso
se centra mayormente en poblaciones rurales debido a su reducida capacidad

econdmica y al dificil acceso que tienen hacia los medicamentos modernos %),

La OMS define a las plantas medicinales como materiales vegetales brutos, los cuales
estdn compuestos por: hojas, flores, frutos, semillas, tallos, madera, corteza, raices,
rizomas y otras partes de las plantas, enteros, fragmentados o pulverizados, que se
utilizan en la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de enfermedades fisicas o
mentales. La mayoria de las personas creen que las plantas medicinales son mas
inocuas que los productos farmaceéuticos y el riesgo que representan es minimo; si bien
es cierto algunas plantas medicinales son potentes y su inocuidad no es tan evidente
como se cree, incluso pueden llegar a ocasionar interacciones con medicamentos de
uso habitual o prolongado, generando alteraciones farmacolégicas las cuales llegan a
ser perjudiciales para la salud de las personas con enfermedades cronicas, motivo por
el cual es importante regirse a un control adecuado y establecer concentraciones

beneficiosas evitando intoxicaciones debido a la ausencia de una dosis correcta®.



Las enfermedades hepéticas cronicas, constituyen una de las primeras causas de
mortalidad a nivel mundial en Peru llega a ocupar el 1 lugar entre las enfermedades
digestivas hepatobiliares; costear el tratamiento conlleva toda una odisea debido a que
los gastos van en incremento debido a como la hepatopatia va avanzado; a causa ello
se presenta la necesidad de invertir en recursos de acciones preventivas para asi
asegurar a la poblacion una mejor calidad de vida. La Hepatitis viral es la de més alta
endemecidad en nuestro pais y la cirrosis hepatica la causa mas frecuente de
presentacion crénica asociada a la mortalidad. En los paises de América Latina, Chile
y Per(, las enfermedades hepéticas presentan tasas de mortalidad en 18,2/100 000 y
15/100 000 habitantes haciéndola, la segunda causa de muerte mas registrada para el

grupo etario de 20 a 65 afios vida ©.

Las alternativas naturales estan orientadas en dichos casos pues mediante estos
productos se pueden proteger al higado de los efectos nocivos de hepatotoxinas que el
hombre ingiere a lo largo de su vida , asi mismo ayuda a contrarrestar las alteraciones
en los mecanismos de defensa antirradicalarios, siendo en este sentido la fitoterapia
una alternativa farmacoldgica en cuanto a los tratamientos convencionales .Segun la
OMS vy el Parlamento Europeo han implementado resoluciones que ponen de
manifiesto la necesidad de racionalizar el empleo de los productos derivados de plantas
medicinales, teniendo como objetivo limitar la prescripcion de productos de fitoterapia
que carezcan de estudios previos siendo su uso correspondiente a la ciencia moderna
conduciendo el estudio de la medicina tradicional por métodos cientificos que

comprueben la eficacia farmacoldgica en cada caso(”.



En busqueda de dichas plantas medicinales, se seleccioné al Allium sativum (Ajo),
como un potente antioxidante, debido a su composicion, estructura quimica y al
mecanismo patogénico que posee ya interviene en la produccion de radicales libres
alterando el sistema antioxidante a nivel hepatico. Sin duda son muchos casos donde
se reporta que no hay un tratamiento efectivo para la toxicidad hepética producida por
farmacos , salvo la intoxicacion inducida por paracetamol y valproato donde hay
evidencia que apoya la utilizacion de N-acetilcisteina y carnitina, respectivamente;
debido a ello diversos autores han propuesto a diversos productos naturales (perejil,
tuna, etc.) como posible hepatoprotector; siendo su accion antioxidante y

estabilizadora de membrana, el principal mecanismo empleado 9,

Las enfermedades hepéticas, cada vez son mas numerosas, pero sin duda la gravedad
depende del estatus econémico que presente el paciente, puesto que si cuenta con los
recursos necesarios la atencién y el tratamiento sera mucho mas oportuno y se podra
llevar un control adecuado de su enfermedad. El panorama es distinto cuando una
persona de escasos recursos econdmicos padece la misma enfermedad, inicialmente
opta por adquirir estos medicamentos, pero debido al costo que ellas implican
abandonan el tratamiento. Debido a ello el presente proyecto pretende encontrar un
tratamiento alternativo de bajo costo y accesible para las enfermedades hepaticas;
incentivando consumo extracto de Allium sativum, que beneficie a la poblacion de

€sCasos recursos econémicos.



Por lo antes expuesto se plantea la siguiente interrogante:

¢ Presentard efecto hepatoprotector el extracto de los bulbos de Allium sativum (Ajo)

en Rattus rattus var albinus?

Objetivo general:

v" Evaluar el efecto Hepatoprotector del extracto de los bulbos de Allium sativum

en Rattus rattus var. albinus.

Objetivos especificos

v" Evaluar la funcion hepética a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina
en el grupo control negativo de los especimenes de Rattus rattus var. albinus.

v Evaluar el efecto del tetracloruro de carbono sobre la funcién hepatica en
Rattus rattus var. albinus a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina
en el grupo tratado con CCl4.

v Evaluar el efecto del extracto de Allium sativum sobre la funcion hepética en
Rattus rattus var. albinus previo a la administracion de CCl4 sobre la
concentracion de Fosfatasa alcalina.

v" Comparar la concentracion de Fosfatasa Alcalina en los grupos control
Negativo, grupo tratado con CCl4 y el grupo tratado con los bulbos de Allium

sativum previo a la administracion de CCl4.



1. REVISION DE LA LITERATURA.

2.1. Antecedentes

Bermudez et al, tiene como objetivo evaluar preclinicamente la actividad
hepatoprotectora de las especies Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. en un
modelo animal de toxicidad inducida por paracetamol. El estudio fue
farmacoldgico preclinico, de caracter experimental , in vivo en el centro de
Toxicologia de Villa Clara, en Cuba en el 2014 ; se emplearon ratones adultos
machos NMRI a los que se administrd extractos blandos por via oral a dosis de 200
mg/kg y 400 mg/kg , 3 dias consecutivos previos a la induccién de la
hepatotoxicidad, el grupo | y Il fueron tratados con dosis de 200 mg/kg y 400
mg/kg de Ocimum basiculum L, los grupos Il y IV recibieron una dosis de 200
mg/kg y 400 mg/kg de Allium sativum L , el grupo V fue empelado como control
de dafio hepatico , recibié 600 mg/kg de paracetamol y el grupo VI no recibio

tratamiento alguno®.

Los resultados evidenciaron que los parametros bioquimicos mostraron
diferencias significativas y solo tres grupos obtuvieron resultados similares al
grupo control no tratado , a nivel macroscopico no se vieron cambios en el higado
y microscopicamente se observd ausencia de cambios histopatoldgicos en el grupo
tratado con Ocimum basilicum L en ambas dosis y Allium sativum L a dosis de
200 mg/kg ; a una dosis de 400 mg/kg de Allium sativum L se evidencio un leve
dafio con diferencias respectivas al grupo control no tratado. La eleccion del
farmaco se dio debido a que provoca necrosis aguda centrilobulillar, la dosis
empleada (600mg/kg) produjo el incremento de los niveles plasmaticos de los

parametros bioquimicos ( ALT, AST, FAL y Bbt) @9,



Sanchez et al, en Cuba en el 2015 su trabajo tiene como objetivo describir las
modificaciones morfométricos del higado tras la administracion de los extractos
de Allium sativum L., Ocimum basilicum L. y Mentha x piperita L ante la
toxicidad inducida por paracetamol .El estudio es analitico con enfoque
cuantitativo, se evaluaron tres grupos y los analisis se realizaron en las muestras
de higado fijados en formol neutro al 10%, donde se evidencia que los hepatocitos
de las tres zonas del lobulillo hepéatico de Rappaport no se encontraron alteraciones
morfométricos significativas entre los grupos a pesar de existir variaciones entre
algunas variables analizadas. La relacion AN /AC mantuvo sus limites normales.
Los grupos con dosis de 400mg/kg de O. basiculum y 200 mg/kg Allium sativum
L , presentaron los valores morfométricos con mayor similitud al grupo control
sin tratamiento, lo que correspondid con aquellos de mayor efecto hepatoprotector

atribuido 9,

Khalid M et al , en Arabia en el 2017, en su trabajo de investigacion titulado
Efectos hepatoprotectores y antioxidantes del ajo y clavo individual contra el dafio
hepatico inducido por CCIl4 en conejos tiene como objetivo evaluar las actividades
antioxidantes, la eficiencia de eliminacion de oxidantes y los efectos preventivos
de SCG (clavo de olor unico) y MCG (solo diente de ajo) sobre la hepatotoxicidad
aguda inducida por CCl4 en conejos machos , en la metodologia se empleé 3ml
CCl4 /Kg , seguidos de 0,8 g de MCG o SCG / kg dos veces por semana durante
tres semanas sucesivas, obteniéndose como resultados que los extractos de SCG
presentaron una mayor capacidad antioxidante que el extracto de MCG . La

capacidad de eliminacion de SCG mostro elevacion significativa (p <0,05) frente



a 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y radicales superdxido en comparacion con

MCG\2),

El contenido fenodlico total de SCG fue significativamente elevado (p <0,001), lo
que sugiere que la composicion de los componentes de almacenamiento de ajo
varia con el niumero de clavos presentes. La hepatotoxicidad inducida por CCl4
demostro cambios histologicos donde se evidencia un dafio severo en la estructura
de los tejidos del higado que se correlaciona bien con los niveles de estrés
oxidativo. Simultaneamente, la administracion de SCG dio como resultado una
reduccion significativa en los niveles de Fosfatasa Alcalina (ALP), aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y bilirrubina total (TB)
sérica ademas de la mejora en algunos parametros histologicos. Los bajos niveles
de peroxidacion lipidica (malondialdehido, MDA) (p <0.001), junto con una gran
reduccion en la peroxidasa (POx) (p <0.001) revelaron proteccion contra la

toxicidad oxidativa en el homogeneado hepéatico 2.

Lee Hetal, en Korea en el 2016 desarrollé una trabajo con el objetivo de investigar
el efecto hepatoprotector del extracto de ajo fermentado por bacterias del acido
lactico (LAFGE) contra la lesion hepatica aguda inducida por paracetamol (AAP)
en ratas. Donde se observa que las ratas tratadas con LAFGE muestran resistencia
a la lesion hepatica inducida por AAP acompafiado por una reduccion de los
niveles plasmaticos de alanina amino transferasa y disminucion de la
proinflamatoria respuestas. Esta funcion de LAFGE esta relacionada con su
capacidad de suprimir la apoptosis inducida por AAP en el higado, en parte a traves
de la inhibicion de la fosforilacion de MAPK asi como de la disminucion de p53.

Segun resultados se observa que LAFGE modula las vias de sefializacion



implicadas en la apoptosis hepatica a través de celulares control redox, como lo
indica la inhibicion de la PL, el glutation y el agotamiento de ATP, y la elevacion

de las actividades de enzimas antioxidantes.

Tomados en conjunto, estos hallazgos indican que LAFGE mejora la lesion
hepatica inducida por AAP mediante la prevencion de la apoptosis mediada por
estrés oxidativo, por lo tanto establecer LAFGE como un suplemento potencial en

el tratamiento de la lesion hepatica inducida por AAP®?),
2.2. Bases tedricas de la investigacion
Fitoterapia

Segun la OMS fitoterapia esta definida como la "Ciencia que estudia la utilizacion
de los productos de origen vegetal, con fines terapéuticos, ya sea para prevenir,
atenuar u curar un estado patologico”. Sin embargo el uso de los productos
vegetales esta limitado a una administracion oral, topica y bajo ningin motivo se
autoriza una administracién por via parenteral, su uso debe estar limitado en caso
de afecciones leves a moderadas y solamente en algunos casos de enfermedades
crénicas. Segun la literatura para que haya optimo desenvolvimiento del producto
vegetal depende de la forma de recoleccion de la conservacién de la planta
medicinal, debido a que un incorrecto procedimiento provocara el proceso de

degradacion en menor tiempo 4,

El desarrollo quimico ha conllevado a estudios en los cuales se considera que si se
obtiene los principios activos aislados de dichas plantas medicinales, se lograria
un incremento de su eficacia terapéutica, sin embargo se ha evidenciado registros

de intoxicaciones debido a la acumulacion del producto en el organismo e incluso



se presenta una menor actividad farmacoldgica y una accién mas lenta, debido a
que el principio activo contenido en el vegetal mantiene un equilibrio dado por
sustancias complementarias que impiden su acumulacion y por ende la generacion
de efectos adversos y que al contrario favorezcan su eficacia y seguridad de
accion. Una caracteristica esencial para que los medicamentos a base de plantas
medicinales sean considerados como tal; es que deben presentar una accién

terapéutica definida y una documentacion que certifique su uso prolongado @4,
Allium sativum

Originario del centro y sur de Asia, fue introducido al continente Americano por
los esparfioles a términos del siglo XV ; es una hierba perenne cuya caracteristica
principal es su raiz bulbosa , la cual tiene de 6 a 12 bulbillos reunidos en su base
por medio de una pelicula delgada formando lo que se conoce como “cabeza de
ajos”, cada bulbillo est4 recubierto por una tunica blanca, de una coloracién algo
rojiza , membranosa, transparente y muy fina semejante a las que cubren todo el

bulbo™®®).

El género Allium sativum contiene mas de 300 especies de plantas; entre ellas
encontramos al Allium sativum L. Este vegetal contiene alicina, aliina y ajoence,
aceites volatiles, enzimas (aliinasa, peroxidasa y miracinasa), hidratos de carbono
(sacarosa y glucosa), minerales (selenio), aminoacidos (cisteina, glutamina,
isoleucina y metionina ) , compuestos que le confieren una accion antioxidante,
bioflavonoides (quercetina y cianidina, alistatina I y Il ) y vitaminas C, E y A que

ayudarian a proteger a las personas de la oxidacion y de los radicales libres, asi

10



como

otras vitaminas como niacina, vitaminas Bl y B2, ademas de

betacarotenos™®. (Ver anexo 01)

Clasificacién Cientifica

v

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida

Orden : Asparagales
Familia : Liliaceae

Sub familia : Allioideae
Género : Allium

Tribu : Allieae

Nombre Cientifico: Allium sativum@®,

Composicion nutricional

Los bulbos de ajo son ricos en proteinas, hidratos de carbono, aminoacidos

esenciales, y especialmente rico en minerales y vitaminas @7,

Composicion Quimica

Aliina (S-Alilcisteina Sulfoxido)

Es el compuesto de azufre mas abundante en el ajo fresco, estd compuesta por un

grupo alil, un grupo sulféxido y cisteina .Es inolora y estable, se cristaliza en

disoluciones de etanol y acetona pero es estable en soluciones acuosas y a altas

temperaturas ®7).

11



Enzima Aliinasa (Alliin Liasa)

Esta ubicado en las vacuolas de la célula, las cuales estan separadas del sustrato

natural, la aliina que se encuentra en el citoplasma de las células del ajo 7.
La Alicina (Dialil Tiosulfinato)

Es el compuesto mas activo del ajo y representa el 70% de los tiosulfinatos ademas
es el componente mas importante de los compuestos bioldgicamente activos de
los bulbos de ajo triturado ; una caracteristica curiosa es que la alicina no existe en
un inicio sino que se produce cuando se tritura el ajo se afiade agua al ajo en polvo
a temperaturas mayores de 70°C produciendo la pérdida de este compuesto, debido
a que su precursor la aliina, es convertida rapidamente por la accién de la enzima
en alicina y otros tiosulfinatos (Krest y Keusgen, 1999; Bhagyalakshmi y Col,

2005) 47,
Propiedades del Allium sativum

En el afio 2016 se desarroll6 un proyecto bibliogréfico en el cual se destacan las
infinitas propiedades medicinales que posee el Allium sativum tales como:
antimicrobiano, antimicotico, antioxidante, antihipertensivo, actividad humoral,
etc. A la vez se atribuye las propiedades medicinales a los compuestos sulfurados
en ellos principalmente a la Alicina y el ajoene , la revision bibliografica empleo
los recursos disponibles en la red Informed especificamente Ebsco , Pubmed ,
Hinari y Scielo para poder revisar el estado actual en cuanto investigaciones acerca
del uso del Allium sativum en medicina .Las evidencias cientificas avalan su uso

y comprueban los efectos antes referidos en diferentes extractos tales como :
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extracto afiejo , extracto acuoso , aceite , ajo crudo .Ademas se sefiala que su uso

se debe dar como tratamiento complementario®®).
Generalidades de las enfermedades hepatobiliares

El higado es la glandula mas voluminosa del organismo humano que excreta la
bilis y desempefia numerosas funciones metabdlicas en la secrecion y
almacenamiento de glucosa, proteinas y factores de coagulacion, en condiciones
normales presenta una coloracion marron y una superficie lisa y un peso
aproximado de 2 kg/ kg .Esta formado por I6bulos, los cuales estan constituidos
por unidades mas pequefias llamadas lobulillos hepaticos (unidad fisioldgica del
higado), los cuales tienen una forma hexagonal, se encuentran alrededor de las
venas hepaticas centrilobulillares con cordones de hepatocitos y sinusoides que se

irradian hacia afuera. 19

La unidad funcional del higado por su organizacion es el acino hepatico, cuya
estructura es como una pequefia masa parenquimatosa de tamafio y forma irregular
y se encuentra ubicada alrededor de dos venas centrilobulillares, siendo su eje de
consistencia el eje de una arteriola hepatica, venula portal, vasos linfaticos y
nervios. Metabolizar los xenobioticos (farmacos), es la funcion principal del
higado originando que este expuesto a constantes lesiones , debido a ello ha
desarrollado diferentes mecanismos de defensa los cuales le permiten protegerse y

recuperarse de ellos &9,

Las lesiones en el higado se clasifican en dos tipos: cuando el dafio es limitado
(hepatitis aguda) se produce una respuesta regenerativa de los hepatocitos el cual

reemplaza a los tejidos afectados, restableciéndose asi la arquitectura hepatica
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normal, sin embargo, cuando la lesién sobrepasa la capacidad defensiva y
reparadora hepatica, se produce una respuesta caracterizada por una regeneracion
celular desordenada, inflamacidn y fibrosis .La presencia del dafio hepatocelular
genera la disminucion de la capacidad del higado con la bilirrubina, alterando la
excrecion y provocando el incremento de los niveles de bilirrubina generando que
el higado pierda al menos el 50% de su capacidad de excrecion; por lo tanto, la
presencia de hiperbilirrubinemia conjugada (bilirrubina directa), que

habitualmente es un signo de enfermedad hepatica 2% 21,

El tetracloruro de carbono (CCl4) es un compuesto quimico sintético,
organoclorado, pertenece al grupo de los hidrocarburos halogenados, se emplea
como disolvente y es poco soluble en agua. La absorcién en el tracto
gastrointestinal es mas factible si cuenta con la presencia de aceites y grasas
(animal o vegetal) debido a que las sustancias no polares que se disuelven en
lipidos se difunden con mayor rapidez debido a que la membrana es

permeable®??23),
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I11.  HIPOTESIS

v H1: El extracto de los bulbos de Allium sativum presenta efecto
hepatoprotector.
v HO: El extracto de los bulbos de Allium sativum no presenta efecto

hepatoprotector.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Disefo de la investigacion

El trabajo de investigacion fue de tipo experimental, de enfoque cuantitativo y corte

longitudinal.
Los grupos estan conformados por:

Grupo control negativo: Este grupo estuvo conformado por 6 animales de
experimentacion (Rattus rattus var. albinus), recibi6 alimentacion balanceada y agua

ad libitum @9,

Grupo control Positivo: Este grupo estuvo conformado por 6 animales de
experimentacion (Rattus rattus var. albinus), al cual se administr6 CCIl4. Su

alimentacion fue balanceada y recibi6 agua ad libitum @9,
Grupo Experimental

Este grupo estuvo conformado por 6 animales de experimentacion (Rattus rattus var.
albinus), se administro el extracto de Allium sativum a una dosis de 200mg kg por
peso Vvivo por sonda orogastrica, en el 6to y 7mo dia recibié CCIl4 (2ml /kg) hasta

inducir hepatotoxicidad @9,
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4.2. Poblacion y muestra
4.2.1. Poblacion Vegetal
El Allium sativum tiene el segundo nivel en importancia agroecondémica del
género Allium, el término Allium procede de la palabra All, que significa
“ardiente o caliente” mientras que el nombre “sativum” procede del latin que
significa “cultivado” ; dicha planta pertenece a la familia de las amarilidaceas
(Amarillidaceae), subfamilia alioideas (Allioideag) 42,
4.2.2. Muestra vegetal
Los bulbos fueron la parte seleccionada de la planta, los cuales fueron
almacenados en cajas de madera y envueltas en tela de yute para el envio a
Trujillo. Se recolectaron en el Departamento de Huamachuco en el mes de
diciembre del 2016, en un estado de madures bioldgica (ver anexo 02).
Criterios de Inclusion
v Bulbos de mayor tamafio.
v Bulbos con cascara integra

v" Libre de laceraciones y mohos.
Criterios de Exclusién

v Bulbos de pequefios.
v Bulbos sin cascara integra con de laceraciones y mohos.

v Bulbos con germinaciones.

4.2.3. Poblacion bioldgica: especimenes de Rattus rattus var. albinus machos de 3-
4 meses de edad cuyos pesos promedios estaban comprendido entre 200 a 250

0, procedentes del bioterio de la Universidad Cayetano Heredia.
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4.2.4. Muestra Bioldgica: 18 especimenes de Rattus rattus var Albinus distribuidos
de manera aleatoria en tres grupos (control positivo, control negativo y control
experimental), colocandolos en jaulas individuales en un ambiente de
temperatura constante de 20°C, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad, los animales fueron acondicionados en cajas de
polipropileno, empleando viruta de madera como encamado (cambiada cada 3
dias) con tapa de rejilla de acero inoxidable. Los animales de experimentacion
tuvieron 7 dias de aclimatacion antes de iniciar propiamente el experimento,
recibiendo una alimentacion balanceada (ver anexo 03)

4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Independiente

Extracto de los bulbos de Allium sativum (Ajo), se entiende al extracto sin
fermentar, carnoso destinado al consumo directo, el cual se obtiene por un proceso
mecéanico a partir de los bulbos frescos previamente seleccionado (CODEX
2005) ),

Variable dependiente:

Efecto Hepatoprotector en ratas
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Variables Definicion Definicion Indicadores | Escala De
Conceptual Operacional Medicion
Concentrado de | Es el producto Extracto a Variable
Variable principios obtenido a dosis de 200 | cualitativa
Independiente activos través del mg/kg el nominal
Extracto del distribuidos en | extracto de los grupo
Allium sativum un volumen bulbos de experimental
determinado Allium 0.0 mg/ kg el
sativum , grupo control
empleando una positivo.
sola
concentracion
Variable Capacidad de un | Se determino uUl/L Variable

Dependiente
Efecto

Hepatoprotector

compuesto para
disminuir la

hepatotoxicidad

la disminucién

de los niveles

de Fosfatasa

Alcalina

Cuantitativa

de razén
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica: obtencion del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum

Para la preparacion del extracto de Allium sativum, se retir0 la cubierta y se eliming,
luego se procedid a pesar 140 g de los bulbos de Allium sativum, los cuales
previamente fueron lavados y picados para ser homogenizados en 300 ml de agua
destilada, empleando un equipo de alta potencia, homogeneizador (BLSTMG-K15),
en un tiempo aproximado de 3 minutos, posteriormente se procedio al filtrado y se
llevd la fase solida a la centrifuga a 3000 rpm en un tiempo de 5 minutos. El extracto

fue almacenado en un frasco ambar y se guardo en refrigeracion @7 29,

Concentracion del Extracto

La concentracion inicial del extracto Allium sativum se obtuvo por la técnica de peso
seco , donde se tom6 una alicuota de 1ml en una luna de reloj , pesandose y
colocandose a bafio maria para eliminar la fase liquida y asi poder obtener el peso del
extracto el seco. Mediante esta técnica se obtuvo 50 mg/ml de Allium sativum a partir
de la concentracion inicial obtenida se trabaj6 a una dosis de 200mg/kg®@.

Administracion de los tratamientos

Para evaluar el efecto preventivo, se administro a los especimenes Rattus rattus var.
albinus el tratamiento del extracto de los bulbos de Allium sativum por sonda

orogastrica , posteriormente se realiz6 la induccién de dafio hepatico:

v Al grupo control negativo no se le administro ningln tratamiento y se mantuvo

en condiciones normales de agua y comida, durante 7 dias® 39,
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v" Al grupo control positivo se le administrd comida y agua en condiciones
normales y se realizd la induccién del dafio hepéatico en el 6to y 7mo dia por
via oral 2 ml/kg de peso de tetracloruro, disuelta en aceite de oliva
(1:1v/v)1930),

v" Al grupo experimental se administro el extracto de Allium sativum en dosis
diaria de 200 mg/kg, por sondo orogastrica durante 7 dias, por las mafianas y
antes de la comida, durante 7 dias. Luego de ello se le administré CCI4 en una
dosis de 2ml/kg, disuelta en aceite de oliva (1:1 v/v) durante el 6to y 7mo
dia (19,30).

v" Al octavo dia del tratamiento con CCl4 se anestesid a los especimenes de
Rattus rattus var. albinus con 0.1ml de ketamina/xilazina (anexo 6) por via
intramuscular, esperandose 5 minutos para lograr efecto. Luego se procedio6 a
extraer 1 ml sangre por puncién cardiaca empleando una jeringa tuberculina
(ver anexo 7) para los respectivos analisis correspondientes de ALP (ver
anexo8) 19,

Para el sacrificio de los animales de empleo una dosis de 50 mg/kg de

halatal®®,
Técnica Fosfatasa Alcalina.

El reactivo se llevd a una temperatura de 37°C, las pipetas que se emplean deben estar

limpias y libres de residuos para no contaminar el reactivo.

El reactivo de trabajo empleado fue de 1ml y el volumen de la muestra (suero)
empleada es de 0.02 ml, después de emplear las cantidades necesarias se procede a

mezclar y se transfiere a la cubeta del espectrofotometro (UNICO UV-2100). El
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tiempo de incubacién es de 60 segundos a la temperatura de reaccion .La absorbancia
inicial (Al) se lee a 405 nm y el proceso de lectura se repite a los 60 segundos

exactos®D,

Los reactivos fueron conservados entre 2° y 8°C; protegidos de la luz y estables hasta

la fecha de caducidad indicada en la etiqueta®Y.

Composicion de los Reactivos:

Reactivo 1:
v Buffer DEAPH 9.8....oooeiecee e 1.2M
Vo ME2H yyyeeertteireeiteebeesrararee e 12mM
V' Estabilizantes N0 1€aCtIVOS. . . covveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens C.S.
Reactivo 2:
v p-Nitrofenilfosfato ..........ccocoviiiiiiiiicccc 16 mM
v' EstabilizanteS N0 reaCHIVOS.......cveeee e e e C.S.

4.5.Plan de Analisis

Para la comparacion de los valores de Fosfatasa Alcalina entre los grupos control
negativo, control positivo y experimental se utilizo la prueba de T DE STUDENT Y
ANOVA para las variables cuantitativas a una 95% de confianza, -0.5 y un error del

5%.
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4.6.

Matriz de consistencia

Titulo de Formulacion Objetivos Hipotesis Tipo y disefio Variables Definicién Indicadores Plan de
investigacion del problema de y escala de analisis
investigacion medicion
Efecto ¢Presentara Objetivo General H1: El extracto de El trabajo de Variable Concentrado de Variable Para los analisis
Hepatoprotector efecto los bulbos de investigacion Independiente principios cualitativa del trabajo de
del extracto de | hepatoprotector | Evaluar el efecto Hepatoprotector Allium sativum fue de tipo : Extracto de activos nominal investigacion
los bulbos de el extracto de | del extracto de los bulbos de Allium presenta efecto experimental, de | los bulbosde | distribuidos en _ los resultados
Allium sativum | los bulbos de sativum en Ratttus rattus var. hepatoprotector. enfoque Allium un volumen Variable | g sometieron a
(Ajo) en Rattus | Allium sativum albinus. cuantitativo y sativum determinado | cuantitativa | 5 hryeha de T
rattus var. en Raftus rattus | p.rivoc especificos HO: El extracto de corte ] ] de razon DE STUDENT
albinus var.albinus? los bulbos de longitudinal Variable | Capacidad de un Y ANOVA
Evaluar la concentracion de Allium sativum no dependiente : compugstg para para las
Fosfatasa Alcalina en el grupo presenta efecto Efecto dlsmmu_lr_la variables
control negativo. hepatoprotector. Hepatoprotect | hepatotoxicidad cuantitativas a
or un 95% de

Evaluar el efecto del tetracloruro de
carbono sobre la concentracion de
Fosfatasa Alcalina en el grupo
tratado con CCl4.

Evaluar el efecto del extracto de
Allium sativum sobre los niveles de
Fosfatasa alcalina después de la
administracion de CCl4.

Comparar la concentracion de
Fosfatasa Alcalina en los grupos
control Negativo, grupo tratado con
CCl4 y el grupo tratado con los
bulbos de Allium sativum después a
la administracion de CCl4.

confianza, 0.5y
un error del 5%
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4.6. Principio éticos

Los animales empleados durante una investigacion cientifica , estan sujetos a
maultiples reglamentaciones, , siendo el mas reconocido la declaracion de los
Derechos de los Animales (1978) , en el cual se evidencia la preocupacion de muchos
sectores ya que deben cumplir las condiciones necesarias para su uso , donde se prime
el respeto por lavida y la integridad de los mismos, evitando sufrimientos innecesarios,
debido a esto se crearon los Comités de cuidado y uso de animales de experimentacion
quienes se adhieren a los principios que rigen el manejo adecuado de animales de

laboratorio y velan por la aplicacion de dichos principios en las investigaciones®?),
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V. RESULTADOS

5.1.Resultados
Tabla 1. Evaluar la funcion hepética a través de la concentracion de Fosfatasa
Alcalina en el grupo control negativo de los especimenes de Rattus rattus var.

albinus.

GRUPO CONTROL CONCENTRACION DE FOSFATASA

NEGATIVO ALCALINA (UI/L)
ANTES DESPUES
01 158.554+14.81 161.064+11.095
02 156.807+14.81 162.06+ 11.095
03 159.379+14.81 162.309+ 11.095
04 153.795 +14.81 157.130+ 11.095
05 155.807+14.81 156.807+ 11.095
06 158.811+14.81 159.803+ 11.095

PROMEDIO +DS 157.195 +14.81 159.226 +11.095

DS: DESVIACION ESTANDAR
FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA

INVESTIGACION
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Tabla 2.Evaluar el efecto del tetracloruro de carbono sobre la funcién hepatica en
Rattus rattus var. albinus a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina en el

grupo tratado con CCl4.

GRUPO CONTROL CONCENTRACION DE FOSFATASA
POSITIVO ALCALINA (UI/L)

(Tratado con CCL4)

ANTES DESPUES
01 167.811+10.784 258.594+6.450
02 170.562+10.784 246.765+6.450
03 184.317+10.784 244.289+6.450
04 162.309+10.784 244.839+6.450
05 167.811+10.784 239.337+6.450
06 159.305+10.784 244.839+6.450
PROMEDIO + DS 167.352 +10.784 246.443+6.450

DS: DESVIACION ESTANDAR

FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA

INVESTIGACION
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Tabla 3. Evaluar el efecto del tetracloruro de carbono sobre la funcién hepética en
Rattus rattus var. albinus a través de la concentracion de Fosfatasa Alcalina en el

grupo tratado con CCI4.

GRUPO CONCENTRACION DE FOSFATASA

EXPERIMENTAL ALCALINA (UI/L)

(TRATADO CON
CCL4 +Allium
sativum)
ANTES DESPUES

01 197.101+1.15 219.841+3.49
02 195.20+1.15 220.207+3.49
03 194.400+1.15 219.312+3.49
04 195.401+1.15 214.341+3.49
05 194.432+1.15 211.521+3.49
06 196.824+1.15 216.804+3.49

PROMEDIO #DS 195.393+1.15 217.004+3.49

DS: DESVIACION ESTANDAR

FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA

INVESTIGACION
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Tabla 4. Comparacién de la concentracion de Fosfatasa Alcalina entre los grupos

control negativo, control experimental y control positivo.

GRUPOS PRUEBA T IGUALDAD DE ANOVA
MEDIAS
SIG (BILATERAL)
INFERIOR
ANTES DESPUES

CP VS CE 0.92 0.00**

CN VS C.E 0.001 0.00%* 0.000
CP VSCN 0.001 0.00**

**P<0.01, prueba T Student
P<0.01, prueba Anova

v" Control Negativo (CN)
v Control Positivo (CP)
v Control Experimental (CE)

FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN

INVESTIGACION
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5.2.Anélisis de Resultados

Las propiedades medicinales del Allium sativum son muy conocidas en el &mbito
de la medicina tradicional, debido a ello el presente estudio analizé el efecto
hepatoprotector del extracto de los bulbos de Allium sativum, empleando el
modelo de induccion a dafio hepatico agudo por CCI4.

En la tabla 1, en relacién a los niveles de Fosfatasa Alcalina en el grupo control
negativo alcanzan un valor de 159.226 +11.095 UI/L el cual concuerda cual con
otros trabajos de investigacion (BermuUdez et al ) donde los niveles de Fosfatasa
Alcalina son normales en Rattus rattus var. albinus 9.

En la tabla 2, se observa que la concentracion de ALP en el grupo control positivo
al que se administré CCI4 alcanz6 un valor un promedio de 246.443+6.450U1/L el
cual concuerda con otros trabajos de investigacion (Bermudez D et al, Khalid et
al). La elevacion significativa de los valores de Fosfatasa Alcalina que se evidencia
el control positivo se debe al CCI4 el cual es un potente agente hepatotoxico cuyo
mecanismo altera la capacidad de los hepatocitos para ligar los triglicéridos a las
lipoproteinas transportadoras, originando acumulacion intracelular de lipidos y
degeneracion grasa, formando metabolitos extremadamente tdxicos triclorometilo
(CI3) y el triclorometil peroxil (CCI3COQO-), los mismos que originan muerte
celular y necrosis hepatica centro lobulillar, mediado por el sistema enzimético

microsomal citocromo P450(18:32:34),

Hoy en dia diversas drogas se retiran de la industria debida a un descubrimiento
tardio de hepatotoxicidad, debido a que muchos de estos compuestos dafian la
mitocondria a el cual es el encargado de la produccién de la energia, una alteracion

en dicho 6rgano genera una liberacion de oxidantes los cuales causan dafio en la
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célula hepatica, la activacion de algunas enzimas en el sistema citocromo P450,
tales como el CYP2E1 también conllevan a estrés oxidativo; las lesiones a los
hepatocitos y a las células del conducto biliar producen acumulacién de bilis dentro
del higado ello promueve la aparicion de dafio adicional hepatico; incluso el
consumo de plantas medicinales sin una dosis establecida, la ingesta de
xenobioticos en dosis terapéuticas conllevan al desarrollo de la hepatotoxicidad de

forma mucho més réapida 2,

La Fosfatasa Alcalina generalmente se excreta de manera normal via biliar por el
higado y su incremento esta relacionado con la obstruccion del tracto biliar
debido a su presencia en la membrana del hepatocito y en la superficie exterior de
la membrana de la canalicular biliar, de manera similar los niveles de bilirrubina
se elevan cuando el higado pierde el 50 % de su capacidad de excrecion , es por
ello que el incremento de los niveles plasmaticos de la Fosfatasa Alcalina son

inducidos por la accion toxica del CCL4 .

En la tabla 3, se observa que el grupo tratado con el extracto de Allium sativum a
dosis de 200 mg/Kg antes de la exposicion con CCl4 alcanza un valor 217.004
+3.44 UI/L mostrando una reduccion significativa en los valores de Fosfatasa
Alcalina antes obtenidos, esto supone la capacidad de los captar los radicales libre
y evitar el proceso de peroxidacion, resultados que coinciden con Bermudez et al

Kalid M et al , Arnao et al entre otros 1% 1239,

Finalmente en la tabla 4, se observa la comparacion del efecto entre el Control
negativo, grupo tratado con CCIl4 y el grupo con el extracto de Allium sativum,

existiendo una diferencia significativa P<0.01 entre el valor encontrado entre el
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grupo control positivo y el grupo tratado demostrandose que el Extracto de los
bulbos de Allium sativum puede proteger al tejido hepatico, hecho demostrado en

la disminucién de la concentracién de la Fosfatasa Alcalina.

La actividad hepatoprotectora demostrada por los estudios puede deberse a la
presencia de determinados metabolitos, como los compuestos fenolicos
(flavonoides), compuestos sulfurados y la alicina los cuales explican en gran parte
el efecto hepatoprotector mostrado, ademas de los antioxidantes presentes quienes
tienen la capacidad de secuestrar a los radicales libres y estabilizar la membrana,
contribuyendo a la proteccién del higado de los cambios degenerativos con fines
preventivos a las reacciones de quimicas de toxicidad , estrés oxidativo |,
peroxidacion lipidica o cambios moleculares en el tejido hepético y necrosis , el
cual resulta por la deplecién del Glutatiéon reducido , lo cual pudiera explicar el
efecto hepatoprotector demostrado por el Allium sativum, los flavonoides inhiben
la cadena de peroxidacién lipidica, no por ello se le atribuye el efecto
farmacoldgico estudiado, la clinica y la experimentacion farmacoldgica nos indica
que la accion de la planta se debe a los Fito complejos y no solo a uno de los

principios activos®?,

31



VI.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1.Conclusiones

v' El extracto de los bulbos Allium sativum presento la actividad

hepatoprotectora.

La funcidn hepética en los especimenes Rattus rattus var. albinus en el
grupo control negativo es el adecuado con una concentracion 159.226+
11.095U1/L

El CCl4 alterd sobre la funcién hepética en Rattus rattus var. albinus la al
presentar un valor de 246.443+6.450 UI/L en cuanto al grupo control
tratado.

La administracién de Allium sativum antes de la administraciéon de CCl4
redujo significativamente (p<0.001) la concentracion de los niveles de
Fosfatasa alcalina hasta 217.004+3.49 UI/L.

Se compar6 los valores de la concentracion de Fosfatasa Alcalina en los
grupos control Negativo, grupo tratado con CCI4 y el grupo tratado con los
bulbos de Allium sativum previo a laadministracion de CCl4 y se demostro
una disminucion en la concentracion en los grupos tratados con el extracto

de los bulbos de Allium sativum.
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6.2. Recomendaciones
v" Se recomienda realizar pruebas de capacidad antioxidante en in vitro
extracto de Allium sativum.
v" Se recomienda realizar pruebas bioquimicas de transaminasas, bilirrubina
total, directa en indirecta.
v" Se recomienda realizar un macha fitoquimica para identificar los

metabolitos presentes en la planta.
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ANEXOS

ANEXO 01: Allium sativum (Ajo)

ANEXO 02 : HUAMACHUCO
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ANEXO 06 : SEDACION DE LAS MUESTRA BIOLOGICAS
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ANEXO 09

PRUEBA DE SHAPIRO — WILKS PARA DETERMINAR LA NORMALIDAD
DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Kolmogorow- Smirnow Shapiro —Wilk
(a)

TRATAMIENTO Estadistico Gl Sig. Estadistico GI Sig.
CONTROL 264 6 .200(*) 9.38 6 .634
NEGATIVO

ANTES cCL4 175 6 .200(*) .968 6 .879
CCL4 + 230 6 .200(*) .873 6 .240
EXTRACTO

DESPUES CONTROL 116 6 .200(*) .997 6 .999
NEGATIVO
CCL4 211 6 .200(*) .898 6 .362
CCL4 + 224 6 .200(*) .954 6 .773
EXTRACTO

Este es un limite inferior de la significacion verdadera. a Correccidn de la significacion

de Lilliefors

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO IBM - SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS

OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION

INTERPRETACION: En la Tabla teniendo en cuenta el nimero de muestra
utilizado en la investigacion la prueba que aplica para determinar la normalidad
fue la de SHAPIRO — WILKS (n< 30). En el grafico observamos que la
significancia el valor P > 0.05 ES DECIR SE ACEPTA LA HIPOTESIS NULA

por lo que se concluye que los datos provienen de una.
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