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RESUMEN
En el dafio hepético ocurren diversos cambios quimicos que alteran la estructura de
las células, que es provocado por diferentes factores como agentes Xenobioticos,
causando la apoptosis del tejido hepatico. Obijetivo: Determinar el efecto del
extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor sobre el tejido hepético frente al
dafio inducido con tetracloruro de carbono. Se evalu6 el efecto protector del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella bicolor. Se utilizaron 16 animales de
experimentacion lo cual se dividieron en 4 grupos contando: (4 para control negativo,
4 para control positivo, 4 para control droga silimarina, 4 para tratamiento
experimental con extracto de Gentianella bicolor). respectivamente. La duracion del
tratamiento durd 7 dias; el dia 6° y 7°, después de 12 horas de ayuno, excepto el
grupo de control negativo, fueron tratados con 2 mi/kg de CCls. Resultados: Se
obtuvo una disminucién del dafio hepatico con tratamiento de Gentianella bicolor.
Se observd Macroscopicamente el grupo de Gentianella bicolor 200 mg/kg mostré
una estructura normal del tejido hepatico, con respecto al grupo control positivo. Asi,
los resultados demuestran que Gentianella bicolor, tiene efecto protector frente al
CCls. Conclusion: El extracto hidroalcoholoco de Gentianella bicolor a una dosis de
200mg/kg mostro una proteccion significativa contra la lesion hepatica inducida por

tetracloruro de carbono (CCls)

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

In the liver damage, several chemical changes occur that alter the structure of the
cells, which is caused by different factors such as xenobiotic agents, causing the
apoptosis of the liver tissue. Objective: To determine the effect of the hydroalcoholic
extract of Gentianella bicolor on the liver tissue against the damage induced with
carbon tetrachloride. The protective effect of the hydroalcoholic extract of
Gentianella bicolor was evaluated. Sixteen experimental animals were used, which
were divided into 4 groups counting: (4 for negative control, 4 for positive control, 4
for control drug silymarin, 4 for experimental treatment with extract of Gentianella
bicolor). respectively. The duration of the treatment lasted 7 days; on the 6th and 7th
day, after 12 hours of fasting, except for the negative control group, they were treated
with 2 ml / kg of CCls. Results: A decrease in liver damage was obtained with
Gentianella bicolor treatment. The group of Gentianella bicolor 200 mg / kg was
observed macroscopically showed a normal structure of the liver tissue, with respect
to the positive control group. Thus, the results show that Gentianella bicolor has a
protective effect against CCls. Conclusion: The hydroalcoholic extract of Gentianella
bicolor at a dose of 200 mg / kg showed significant protection against hepatic injury

induced by carbon tetrachloride (CCls)

Key words: Gentianella bicolor, Hepatoprotective, carbon tetrachloride.
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I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales y los suplementos dietarios ha sido usados desde la
antigliedad. Se estima que 80% de la poblacion mundial depende de remedios
caseros Y tradicionales. Este patrimonio cultural se ha transmitido de generacion en

generacion para prevenir o curar enfermedades.*

La Gentianella bicolor es una especie silvestre que se encuentra en los andes
norperuanos.  Segun los pobladores 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, reumatismo, colesterol,

hepaticas y sangre. Actualmente en la sierra libertefia del Per(. 23

La familia Gentianella ha sido ampliamente estudiada 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 que pasado por si mismo. Gracias a sus
propiedades curativas es un excelente alimento medicinal para las personas que

presentan una enfermedad en el higado.*>®

La hepatotoxicidad (HTX) es una lesion en el higado, se da un deterioro de la
funcion hepatica causada por la exposicidn de farmacos en sobredosis que pueden ser
altamente toxicos que puede dafiar al 6rgano. El higado es una glandula mas
importante del aparato digestivo yaqué es encargado de metabolizar sustancias
quimicas traidas por nuestros alimentos, bebidas, medicamentos (por ejemplo,

microcistinas) y remedios herbales también pueden inducir hepatotoxicidad. 78910



En una lesién hepética se puede observar un aumento superior al doble que valor
superior normal de alanino sérica aminotransferasa (ALT) o bilirrubina conjugada, o
de los niveles de aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina (ALP). Existen
enfermedades hepéticas cuya gravedad puede oscilar desde elevaciones
asintomaticas de las enzimas hepaticas, hasta insuficiencia hepatica fulminante. /8910
La presente investigacion se justifica por la importancia de estudiar sus propiedades
curativas que contiene Gentianella bicolor (Corpus huay) por otro lado me motivo ya
que es utilizada por mis familiares de forma natural y econémica esta especie lo
utilizan para los triglicéridos, acné y para los problemas de higado dando buenos

resultados.

En la metodologia se desarrollé de acuerdo al modelo experimental se utilizd como
muestra 16 animales de experimentacion Rattus rattus var albinus han sido
agrupados en 4 grupos aleatoriamente (4 para control negativo, 4 para control
positivo, 4 para control droga silimarina, 4 para tratamiento experimental con
extracto de Gentianella bicolor). a dosis de 200mg/kg. Se determino el perfil
hepatico, analisis bioquimicos (TGO, TGP, Albumina y fosfatasa alcalina) y analisis

hepatoldgicos.
OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general:

- Determinar el efecto del extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor

sobre el tejido hepatico frente al dafio inducido con tetracloruro de carbono
Objetivos especificos:
- Describir macroscopicamente las caracteristicas del tejido hepatico.

- Determinar el indice hepatico y porcentaje de incremento de tejido.



REVISION DE LITERATURA
2.1. ANTECEDENTES

Bermudez. en su estudio realizado en Trujillo en el afio 2015 realizo la Evaluacion
fitoquimica y comparacion del efecto hipoglucemiante de extractos acuosos de
Gentianella bicolor, Gentianella nitida, Gentianella chamuchui y Smallanthus
sonchifolius en Rattus rattus. Utilizo 07 grupos de experimentacion de 07 animales
cada uno; el primer grupo (animales sanos) y al resto de los grupos se le administré
una dosis diaria de 500 mg/kg de peso de extracto acuoso de Gentianella bicolor,
Gentianella  nitida, Gentianella ~ chamuchui,  Smallanthus  sonchifolius
respectivamente, durante 21 dias. como resultado, ha observado el efecto
hipoglucemiante con el extracto acuoso Gentianella bicolor y las otras especies a un
largo plazo. Como conclusion logro comparar el efecto hipoglucemiante de las

diferentes especies medicinales. 2

En Trujillo en el afio 2015 Huaman et al. evaluaron el Efecto del consumo de
Gentianella bicolor o “Corpus Huay” sobre la tolerancia oral a la glucosa y el perfil
lipidico en adultos jovenes, como resultados de la marcha fitoquimica en la planta
Gentianella bicolor han identificado flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides,

leucoantocianidina, compuestos fendlicos, xantofilas e iridoides.*

En el afio 2014, Solorsano et al. en Pert identificaron los metabolitos secundarios
Producidos por callos inducidos en “CorpusWay. Como resultados han obtenido la
presencia de metabolitos secundarios: Flavonoides, taninos, polifenoles
Leucoantocianidina, saponinas y aminoacidos Libres en raices, flores y hojas. En

conclusion, Los metabolitos secundarios que han sido producidos e identificados por



los callos inducidos en Gentianella bicolor (corpus huay) a partir de las hojas
jovenes de una planta en floracién donde a los 40 dias observaron la presencia de

esteroides, flavonoides, taninos, leucoantocianidinas y aminoécidos. ?

Segun Carbonel et al. Durante el afio 2016, lograron determinar las caracteristicas
fisicoquimicas y capacidad antioxidante in vitro del extracto acuoso de Gentianella
nitida. Como conclusién el extracto acuoso de la Gentianella nitida exhibio
capacidad antioxidante que guarddé correlacién con el contenido de compuestos

fendlicos. °

En la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afio 2012 Ugaz S et al.
Realizaron un estudio sobre efecto de Gentianella alborosea en esteatosis hepatica
no alcoholica inducida por dieta hiperlipidica en ratas holtzman hembras. Utilizaron
32 animales de experimentacion repartidas en 4 grupos (n=8) donde encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de hepatocitos afectados entre los

grupos dosis 1 (3.25 + 2.27) y el control positivo (7.50 + 3.76). 13

Se realiz6 un estudio experimental en la Universidad Nacional de Trujillo en el afio
2011 Baltodano E.  Efecto del doctor de Gentianella alborosea “hercampuri”
sobre niveles séricos de proteinas totales y albumina en rattus norvegicus var.
Albinus utilizé un grupo de control y dos grupos problemas. Como resultados obtuvo

que en los ensayos de fentianella alborosea no se generd val albinus. **

En Iquitos en el afio 2017 Canelo P y Mendoza Y. Evaluaron el efecto
hepatoprotector del extracto acuoso liofilizado de Curcuma longa L. frente al dafio

hepéatico agudo producido por tetracloruro de carbono en ratas albinas. Utilizaron 5



grupos de animales de experimentacion contando con 4 integrantes. La duracion del
tratamiento dur6 7 dias como resultado obtuvieron que cdrcuma (100 mg y 200 mg)
con CCI4 mostraron una disminucién significativa (p <0,05). en los niveles séricos

de AST, ALT y ALP. B

Nufiez J. en un estudio realizado en la universidad cat6lica los angeles de Chimbote
Trujillo en el afio 2018. Tuvo como objetivo determinar el efecto hipoglucemiante
del extracto acuoso de Gentianella nitida sobre la glucemia en Rattus rattus var.
albinus con hiperglicemia inducida. Utilizo como muestra a 18 especimenes y como
resultado obtuvo en el grupo experimental, la glucemia post induccidn con aloxano
teniendo un valor de 198.33mg/dl = 3.55, a comparacion de la administracion del
extracto acuoso de Gentianella nitida teniendo una desviacion estandar de
182.33mg/dl. Donde concluye que el extracto de Gentianella nitida presento un

efecto hipoglucemiante estadisticamente significativo. *



2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

2.2.1. “Gentianella bicolor”

\

FIGURA 1:Gentiane||a bicolor

El corpus huay es una hierba bianual, perenne de la familia Gentianaceae, que crece
en los andes de la regién Cajamarca y en la region la libertad, Per( y también en
Bolivia entre los 3000 y 4500 metros sobre el nivel del mar. El cual ha sido utilizado
tradicionalmente como hipoglucemiante, diurético, triglicéridos y para el higado.
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 envés. 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.?



Segln en su estudio fitoquimico se ha identificado flavonoides, taninos, saponinas,
leucoantocianidina, compuestos fendlicos, xantofilas e iridoides. 2 uno que
predomina son los flavonoides siendo los inhibidores de la formacion de leucotrieno
B4, potenciadores de la formacion de prostaglandina E2 e inhibidores de la

liberacion de éxido nitrico.1112

2.2.1.1. Clasificacion TaxonOmica (anexo N°1)

Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Archychlamydeae

Orden: Gentianales
Familia: Gentianaceae
Género: Gentianella
Especie: Gentianella

Bicolor.



2.2.2. HIGADO

El higado es la glandula més voluminosa del organismo desempefia
numerosas funciones metabdlicas donde almacena glucdgeno y secreta la

bilis, transformaciones y desintoxicacion. '
2.2.2.1. Anatomia Hepética
2.2.2.1.1. Situacion

El Higado se encuentra situado en el hipocondrio derecho, con una extension
hacia hipocondrio izquierdo se encuentra protegido por la parrilla costal.
Tiene un peso aproximadamente de 1.200 y 1.500g de peso, es de color pardo
rojizo, esta dividido anatomicamente por dos lébulos (derecho e izquierdo).

Esto cumple funciones como endocrinas y exocrinas. 8
2.2.2.1.1.1. Hepatocitos

Los hepatocitos son celulas poliédricas que constituyen un 80 % de la
poblacion celular del higado que miden entre 20 y 30 um en cada dimension.
Su vida media es de 5 meses aproximadamente también forman placas
anastomosantes.*® Estan constituidos por tres tipos de bordes:
a. Biliar (se forman los canaliculos biliares)
b. Sinusoidal que delinean los bordes de la sinusoide y forman con las
células endoteliales el espacio de DISSE.
c. Hepatocitario (se adosan con otros hepatocitos para formar las laminas

hepatocitarias). 1°



2.2.2.1.2.

2.2.2.2.

Espacio portal o de kiernan

El espacio portal o de Kiernan se caracteriza por la presencia de triadas

portales. Este esta limitado por los hepatocitos méas externos del lobulillo. Los

lobulillos se encuentran delimitados por tejido conjuntivo procedente de la

capsula, lugares que confluyen los extremos aguzados, una zona que se

denomina espacio porta (puerta de entrada), donde pueden observarse las

siguientes estructuras: %%

>

>
>
>

Rama de la vena porta
Rama de la arteria hepatica
Conductillo biliar

Vaso linfatico 192

Fisiologia Hepatica

El higado siendo un dérgano glandular del cuerpo humano en la cual

intervine en diferentes funciones como:

e Funciones Vasculares: El 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.’

e Metabolismo De Los Hidratos De Carbono: El higado deposita

glucosa en forma de glucégeno transforma el glucégeno en glucosa y

forma glucosa a partir de aminoacidos y lipidicos.?

e Sintesis de Acidos Grasos: Se da una formacion de lipoproteinas,

colesterol y fosfolipidos.t’



2.2.2.3. Enfermedades hepéticas

Las enfermedades hepaticas pueden ser hereditario o por factores que
causan dafio al higado, como el consumo excesivo de alcohol, virus y por el
consumo de medicamentos en altas dosis como el paracetamol.’® Con el
paso del tiempo va generando diferentes enfermedades hepéticas en las que

se tiene:
2.2.2.3.1. Cirrosis

La cirrosis es una enfermedad crénica del higado que se caracteriza por
una fibrosis hepética que conlleva a un dafio irreversible los hepatocitos,
necrosis difusa, regeneracion nodular y fibrosis; alterando asi la

arquitectura tisular y su funcion normal del higado. %

Los sintomas son:

o Orina color café

o Ictericia

o Atrofia tisular

o Anemia

o) Unas fragiles

o Ascitis

o Hipertension portal

o Encefalopatia hepatica 2

10



2.2.2.3.2.

2.2.2.3.3.

Sindrome de Gilbert

El sindrome de Gilbert se origina por defectos en el gen de uridin difosfato
glucuronosil-transferasa, esto se caracteriza por una hiperbilirrubinemia no

conjugada leve con un incremento del pigmento lipofuscina.??2
Hepatitis aguda

La hepatitis aguda es causada por una necrosis de las células hepaticas. La
principal causa de este es viral, es por el consumo excesivo de bebidas
alcoholicas, enfermedades inmunoldgicas, trastornos metabolicos o

isquémicos y farmacos altamente toxicos. 2
Hepatitis A

La hepatitis A es causada principalmente por un enterovirus RNA del grupo

picornaviridae. Es transmitida por la via mano ano-boca.?
Hepatitis B

La hepatitis B es un virus del DNA del grupo hepadna viridae. El virus
infectado se transmite a través de la sangre, semen Yy saliva, este cuadro
infeccioso puedo producir ciertos cuadros clinicos infecciosos como la
hepatitis aguda autolimitada, hepatitis fulminante, hepatitis cronica e

infeccion cronica asintomatica.®
Hepatitis C

La hepatitis C es caudado por un flavivirus RNA; esto presenta seis

subtipos de acuerdo a la incidencia geografica. El periodo que se da la

11



2.2.2.3.4.

incubacion es de dos meses seguido, con manifestaciones clinicas de,

fiebre, malestar general, anorexia e ictericia.?%*
Hepatitis D

La hepatitis D es un virus del RNA hepatotréfico, esto requiere la
presencia de la infeccion por HVB esto es defectuoso. Se transmite de la
misma forma que la hepatitis B. la infeccion se confirma con el hallazgo
de IgM anti-D en el suero, en presencia de IgM anti-HBc. Con
manifestaciones clinicas de malestar general del cuerpo, fiebre y

anorexia.?3*
Hepatitis E

La hepatitis E, es causado por un virus calicivirus RNA que se transmite
por la via anomano-boca, esto es causado por abastecimiento de aguas
contaminadas. Tiene un periodo de incubacion cerca de un mes, esto

podria causar ictericia. 2324
Hepatitis cronica

Las hepatitis cronicas se caracterizan por la combinacidn de necrosis de las
células del higado e inflamacion de gravedad variable que persiste durante
mas de seis meses. Esta se debe en la mayoria de los casos por la infeccidn
del higado producida por virus de hepatitis B o C, medicamentos, factores
genéticos, metabdlicos o autoinmunitarios. Las manifestaciones clinicas
que presentan son: fatiga, malestar general, anorexia, pérdida de peso,

ictericia, y hepatomegalia leve 224

12



2.2.3. HEPATOTOXICIDAD

La hepatotoxicidad (HTX) es una lesién en el higado, se da un deterioro de la
funcién hepética causada por la exposicion de farmacos en sobredosis que
pueden ser altamente toxicos que puede dafiar al drgano. Otros agentes
quimicos, que se asocian son laboratorios e industrias, productos quimicos
naturales (por ejemplo, microcistinas) y remedios herbales también pueden
inducir hepatotoxicidad. 8252

En una lesion hepatica se puede observar un aumento superior al doble que
valor superior normal de alanino sérica aminotransferasa (ALT) o bilirrubina
conjugada, o de los niveles de aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina
(ALP). Existen enfermedades hepéticas cuya gravedad puede oscilar desde
elevaciones asintomaticas de las enzimas hepaticas, hasta insuficiencia
hepatica fulminante. Desde el incremento asintomaticos y reversibles de las
enzimas hepaticas, hasta necrosis hepatica masiva con insuficiencia hepatica
aguda (IHA), cirrosis o carcinoma hepatocelular. 8252

2.2.3.1. Mecanismo hepéatico

El mecanismo hepatico se da mediante tres fases para que un xenobidtico se
pueda eliminar del organismo asi no llegue a ser tdxicos, esto necesita pasar
por el proceso (LADME): Liberacidn absorcion, distribucion, metabolismo
(biotransformacion) y excrecion. La biotransformacion comienza desde el
momento que ingresa la sustancia toxica, el rol principal del higado
constituyendo uno de los factores determinantes del mecanismo

hepatotoxicidad y hepatocarcinogenicidad. 827

13



La biotransformacién ocurre en tres fases:
Fase |

La fase | se da mediante las reacciones de hidrolisis, oxidacién,
desalquilacién, reducciones Los productos de estas reacciones pueden ser
catalizada por diversas enzimas con diferente especificidad de sustrato de fase

11 o ligandos de proteinas de transporte en fase 111. 8
Fase 11

La fase Il se localizan en el citosol que es encargado de la conjugacion de
enlaces covalentes, catalizadas por enzimas, como la glucuronidacion,
sulfatacion, acetilacion, metilacion, la conjugacion con glutation y la
conjugacion con aminoacidos tales como glicina, taurina.®??®  Estas
reacciones aumentan la hidrofila del xenobidtico a excepcion de la metilacion y
la acetilaciéon que aumentan la liposolubilidad y disminuyen la actividad
farmacoldgica y toéxica de los xenobioticos, la sulfatacion activa
aminasaromaticas e hidrocarburos aromaticos policiclicos produciendo

metabolitos carcindgenos.?’?®
Fase 111

La fase Il constituye el transporte o excrecion de los productos originados en
la fase Il a través de la membrana celular, para su posterior eliminacion. Los
trasportadores de esta fase se expresan en varios tejidos como higado, intestino,
rifidn y cerebro. En esta fase se da las reacciones de conjugacion con glutation
pueden dar origen a la bioactivacion de las sustancias toxicas y facilitar su

excrecion de la célula.?’
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2.2.3.2. Factores que predisponen al higado a sufrir toxicidad

Los factores que influyen principalmente son genéticos, edad, sexo, también
se da por factores metabdlicos y hormonales, y otra causa es el consumo de
bebidas alcohdlicas, el uso de medicamentos en altas dosis hasta

incrementar una toxicidad.®
2.2.4. Tetracloruro de carbono

El tetracloruro de carbono (CCls) es un liquido incoloro, compuesto organico
volatil, con un olor a cloroformo. Se puede biodegradarse en agua. Algunos
de los productos de degradacion pueden atacar a proteinas en las células,
interfiriendo asi con las funciones de las células del higado en casos de
intoxicacion leve, el higado se dilata y se pone delicado, y se acumula grasa
dentro del 6érgano. En casos graves, las células del higado pueden ser dafiadas

o destruidas, lo que produce una disminucion en la funcion del higado. 282930

El (CCls) se vaporiza facilmente, y el producto quimico que existe en el aire
como un gas, esto puede permanecer durante afios. Donde no se adhiere a las
particulas del suelo o del agua y en lugar de otro se vaporiza o filtra en el
agua subterranea. Mediante esto se puede estar expuesto al tetracloruro de
carbono a través de varios factores como respirar vapores en fabricas que usas
este tipo de compuesto quimicos. También puede estar expuesto respirando
aire exterior que contiene CCls. Consumir o bafiarse en agua contaminada con

(CCly), Tocar el suelo que esta contaminado. 303

15



2.2.4.1. Mecanismo de accién del tetracloruro de carbono

2.2.5.

El tetracloruro de carbono (CCls) se absorbe rapidamente por cualquier via
del organismo que es expuesto a este compuesto quimico. Una vez
absorbido, se distribuye entre los tejidos, con alto contenido de lipidos, esto
alcanza concentraciones maximas de <1-6 h, esto depende de la
concentracion o dosis de exposicion. Es metabolizado por el higado, el
pulmén y otros tejidos. El (CCls) es excretado rapidamente, por el aliento

exhalado .33
Transaminasas hepaticas

Las transaminasas son enzimas que cumplen una funcién metabolica en el
interior de células. Estas enzimas encontramos tejidos de muchos 6rganos
(higado, corazon, rifiones, musculos). La cantidad de concentracion de las

transaminasas en la sangre demuestra la actividad del corazon y del higado.

32

Transaminasas hepaticas tenemos:

» Glutamato-Piruvato  Transaminasa (GPT) o  Alanina
Aminotransferasa (ALT): Se encuentra en diferentes partes de
nuestro organismo como el citosol del hepatocito, rifiones, glébulos

rojos y en los masculos estriados.®

= Glutamato-Oxalacetato Transaminasa (GOT) o Aspartato
Aminotransferasa (AST): se encuentra en el higado, también en
otros 6rganos como: miocardio, muasculo esquelético, los rifiones,

cerebro, pancreas, pulmén.
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» Fosfatasa alcalina (ALP): Se encuentra presente en el higado,
huesos, intestinos, la placenta y en los tejidos relacionados con

tumores. 3334

Intervalo normal
ALT:

v’ 1 afio de edad: 30-80 U/l y5 - 50 U/l

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

Fosfatasa alcalina
v Hasta 1 afio de edad: 150 — 350 U/I
v" 1 afio a 16 afios: 30 — 300 U/1

v Mayores de 16 afios: 30 — 115 U/134.,35

2.2.5.1. Niveles de transaminasas en la sangre

Las transaminasas cumplen un papel importante para los diagndsticos de
enfermedades hepaticas. Los niveles de AST, ALT y Fosfatasa alcalina
tienen valores normales, pero si estos estan disminuidos o alterados, es
ocasionados por la falta de permeabilidad de la membrana celular, el cual
deja libre a estas enzimas en la sangre. Por lo tanto, el grado de elevacion de

las transaminasas.®®
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2.2.6. Perfil hepatico

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Los valores del andlisis clinico ayudan a dar una vision del estado funcional

del higado:

Utilidad de las pruebas de funcion hepatica:®
> Deteccidn de lesion hepética.

> Diferenciacion entre citdlisis y colestasis, asi establecer un diagndstico

especifico.
» Seguimiento de la enfermedad y evaluacion del tratamiento
Fosfatasa alcalina

Se observa un aumento de la fosfatasa por la separacion electroforética de
sus isoenzimas. En las patologias que se presenta de origen 0seo se produce
por la actividad osteoblastica aumentada y cuando es de origen hepatico se

produce por el proceso de colestasis.
Examen de albumina

La albumina es una proteina sin carbohidratos que constituye un 55-65% de
la totalidad de las proteinas plasmaticas. Es fijada y desdobla varios
compuestos, como bilirrubina, calcio y &cidos grasos de cadena larga.
Ademas, fija ibnes de metales pesados tdxicos, una disminucion de
albimina en sangre tiene graves efectos farmacocinéticos. La determinacion
de albumina permite el seguimiento de pacientes bajo dieta controlada y

constituye un excelente test de funcionamiento hepatico. 337
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2.2.6.3. Examen de fosfatasa alcalina

La ALP sérica tiene origenes (higado, rifidn, placenta, intestino, hueso,
leucocitos), aunque las fuentes mas importantes son el higado, los huesos y
el intestino. La elevacion sérica de la fosfatasa alcalina en algunas
enfermedades hepéticas puede ser distinguida mediante otras pruebas de

laboratorio y por sus rasgos clinicos. 3637

2.2.7. ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

La actividad hepatoprotectora es la regeneracion de las células hepaticas. Por

ello la funcion natural del higado de reemplazar las células dafiadas. 3

Las plantas hepatoprotectoras que pueden estimular sistemas de
detoxificacion del higado para eliminar los compuestos toxicos. Uno de los
mecanismos mas importantes de detoxificacion lo constituyen los sistemas
enzimaticos de las catalasas y superdxido-dismutasa. los mecanismos son
muy importantes para permitir la eliminacion de radicales libres del
organismo. Entre las plantas que cumplen con esta funcion es: 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 CCIl4. Gracias a sus propiedades
curativas es un excelente alimento medicinal para las personas que presentan

una enfermedad en el higado. 638
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2.2.8. DROGAS HEPATOPROTECTORAS

2.2.8.1. Silimarina

La silimarina es un antioxidante que es utilizado en diferentes enfermedades
hepaticas, como intoxicacion por Amanita phaloides, enfermedades toxicas
0 iatrogénicas hepaticas, enfermedad hepatica alcohélica, cirrosis hepatica.
La silimarina inhibe la sintesis de leucotrienos (mediadores de la

inflamacion) que puede resultar en la psoriasis, entre otras patologias. 343°

I11. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor “Corpus huay” posee
efecto protector 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 aleatorizacion 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 medicién antes y

después

4.2. Poblacion y muestra

4.2.1. PREPARACION DEL EXTRACTO

4.2.2.1. Certificacion de la especie vegetal
La certificacion de la especie botanica fue emitida por Herbarium
Truxillense (HUT). Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Facultad de
Ciencias Biologicas.

4.2.2.2. Secado de las especies vegetales
Para realizar el secado de las muestras vegetales se colocaron en una
estufa a una temperatura entre 40 — 50 ° C. el tiempo de este proceso
puede demorar entre 2 a 3 dias.

4.2.2.3. Molienda
Las hojas, tallos y flores, fueron pulverizadas en un molino mecanico

hasta obtener particulas finas
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4.2.2.4. Maceracion
Se pesO aproximadamente 100 g de la muestra pulverizada se prosigue

a la maceracién en un frasco color &mbar durante 7 dias.

4.2.2.5. Destilacion
El mismo que serd filtrado, se concentrara en un rota-evaporador y se
almacenara a 4 °C hasta su utilizacion.
4.2.3. ACTIVIDAD PROTECTORA DEL EXTRACTO

4.2.3.1. Animales de experimentacion

Todos los animales fueron acondicionados en el Bioterio de la
Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote, se emplearon 16
animales de experimentacion Rattus rattus Albinus agrupados en grupo
de 4 aleatoriamente (4 para control negativo, 4 para control positivo, 4
para control droga silimarina, 4 para tratamiento experimental con
extracto de Gentianella bicolor). Los animales de 2 meses de edad fueron
acondicionados en cajas plasticas con tapa de rejilla de acero inoxidable
y recambiables; en condiciones ambientales controladas (con una
temperatura a 25 = 1° C, humedad relativa 81 + 5% y fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad ciclo (06 am — 06: 00 pm)), por un
periodo de adaptacion de 15 dias.’® Se alimentaron con la formula
proveido por la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote y agua

tratada dandoles en biberones de plasticoiop.<...,.1.-ii{* de 500 ml.

La identificacion de los animales se realiz6 mediante marcas permanente

de la siguiente manera
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Rata sin marca

Brazo derecho

Brazo izquierda

Pata izquierda

Agua

Para realizar el control de agua y la influencia en el estado de salud de los
animales se les administrara 200 ml de agua/cada grupo/dia durante todo el

estudio hasta el dia del sacrificio. 1°

4.2.3.2. Preparacion del extracto hidroalcoholico de Gentianella bicolor.

Se procedié a realizar los calculos para la preparacion del extracto
hidroalcoholico de Gentianella bicolor para administrar por dosis de

acuerdo al peso promedio de las ratas por grupo.

Grupo Peso promedio de las ratas
Control negativo ( n°1) 215.50 gr
Control positivo ( n°2) 259.10 gr
Silimarina 100 mg ( n°3) 208.13 gr
Gentianella bicolor 200 mg( n°5) 259.25 gr
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4.2.3.3. Administracién de los tratamientos

Para evaluar el efecto preventivo, se administraron a las ratas albinas
oralmente con una sonda orogastrica, posteriormente, se realizé la induccién

del dafio hepatico después de cada administracion de tratamiento

= Al grupo silimarina 100 mg se le administro 0.5ml de Silimarina al 80%
en una concentracion de 100 mg/kg durante 7 dias, una vez al dia por la

mafiana antes de la alimentacién de los animales.

= Se administro 0.6 ml del extracto Gentianella bicolor en concentraciones
de 200 mg/kg a un grupo de tratamiento Gentianella bicolor
respectivamente durante 7 dias. La administracion fue una vez al dia por

la mafiana antes de la alimentacion de los animales.

= Al grupo control positivo se le administro 0,5ml de CCl4 + agua
destilada durante 7 dias, la administracion fue una vez al dia por la

mafiana antes de la administracién de la comida.

= Al grupo control negativo se le administro 0,5ml de agua destilada
durante 7 dias, sin ningln tratamiento y se los mantuvo en condiciones

normales de agua y comida.

Conservacion de las muestras hepatoprotectoras en la refrigeracion a 4 °C.
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4.2.3.4. Administracion de tetracloruro de carbono (CCls)

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

siendo este un compuesto que produce dafio hepatico.

= El ler dia se administré 2,0 ml/kg p.c de CCla, (v/v) de aceite de oliva

= El 2do dia se administr6 2,0 ml/kg p.c de CCla, al (v/v) de aceite de oliva.

Esquema experimental

Para el dosaje se consideraran 4 grupos experimentales de 4 ratas por grupo:

N° GRUPO GRUPO SUSTANCIAS CANTIDAD
EXPERIMENTAL
ES
GRUPO 1 Control Negativo | Agua destilada 04
+Alimentacion
GRUPO 2 Control Positivo Agua destilada + 04
CCly
GRUPO 3 Silimarina 100 mg | Silimarina 04
100mg/kg/dia +
CCly
GRUPO. 4 Gentianella Extracto de 04
bicolor 200mg Gentianella
bicolor
200mg/kg/dia +
CCly

4.2.4. DETERMINACION DE INDICADORES
4.2.4.1. 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 formula:
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W higado

indice hepatico= ———— x
P W animal

Donde:

¢ \W higado: Peso del higado

e \W animali; Peso del animal

Ademas, se determind el porcentaje de incremento del IH de los grupos tratamiento,

en relacion al TH del grupo I (Grupo -), con la siguiente formula

Donde:

[ % de incremento =

IHGL‘ITO

e IH Gtto: indice hepatico del grupo tratamiento

e IH G1: indice hepatico del grupo 1

—IH;,
——Xx 100
IH,, ]

4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

carbono por via
orogastrica

Variable Definicion Defini_ci()n Indicador
conceptual operacional
Proteccion del Indice hepatico,
tejido hepatico de comparacion
Variable Actividad la induccion del macroscopicamente
dependiente protector Tetracloruro de las caracteristicas del

organo
(higado)

problema

Variable
independien
te

Concentracion

del Extracto
hidroalcohodlico
de las hojas,

flores, y tallos
de Gentianella
bicolor

Concentracion
de 200mg/kg/dia
extracto
hidroalcohdlico.

Prevencion de la
intoxicacion hepatica
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.5.

Se utilizara la observacion directa, medicion, registro y otras caracteristicas que
se observen en la evaluacion de la actividad Hepatoprotector. Los datos

obtenidos seran registrados en fichas de recoleccion de datos.

Plan de anélisis.

Los resultados seran presentados segun datos estadisticos (graficos y tablas). Se
presentard con gréaficos para ver los valores que se obtienen a la realizar los
analisis del perfil hepatico. También se realizara tablas estadisticas que seréan la
Distribucién de Frecuencia y la Prueba Kruskal- Wallis para poder ver los

resultados y porcentajes de las cuatro pruebas de experimentacion.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA |[FORMULA |OBJETIVOS: HIPOTESIS VARIABLES TIPO DE METODOLOGIA
INVESTIGACIO |CION DEL INVESTIGAC
N PROBLEM ION

A

Objetivo general: Determinar el

Efecto del extracto ¢ €I efecto del extracto Se clasifica en dos: Este estudio de

efecto el hi : : El extracto tipo
) ) idroalcoholico de Gentianella -
hidroalcoholico de extracto : ’ «+i. | hidroalcohdlico  de Variable experimental se|Poblacion vegetal:

_ _ _ bicolor sobre el tejido hepatico _ _ Dependiente: actividad , _ :

Gentianella hidroalcoholi |frante al dafio inducido con| C€ntianella bicolor hepatoprotectora evaluara del Hojas, flores y tallos de
bicolor sobre el €° de | tetracloruro de carbono “Corpus huay” Variable extracto Gentianella bicolor

Gentianella posee efecto ) hidroalcoholico | Muestra vegetal: Se
tejido  hepatico . Objetivos especificos: Independiente: . .

bicolor sobre protector en la e de Gentianella emplearan

xtracto
frente al dafo el tejido - Describir macroscopicamente |toxicidad inducida hidroalcoholi bicolor sobre el aproximadamente 2Kg
idroalcoholico.

inducido con hepatico las caracteristicas del tejido por tetracloruro de tejido hepaético | de la planta.

frente al | hepético. carbono en Rattus frente al dafio Muestra animal: 16
tetracloruro de dafio . - [ rattus Albinus. inducido  con|animales de

-Determinar el indice hepatico y

carbono inducido con tetracloruro  de|experimentacion

tetracloruro

de carbono

porcentaje de incremento de

tejido

carbono
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4.7. Principios éticos
Para este desarrollo del trabajo de investigacion se considerd 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.®®.

29



V. RESULTADOS
5.1. Resultados

5.1.1 Examenes macroscopico a Ratas (Rattus rattus var albinus)

TABLA 1: Examen macroscopico en ratas (Rattus rattus var albinus)
administradas tetracloruro de carbono.
MUESTRA EXAMEN MACROSCOPICO

BLANCO Higado:
Color: Rojo Vinoso
Ancho:4.2 cm
Largo: 5.4 cm
Profundidad: 2cm
Peso: 12,10 g
CONTROL POSITIVO (CCls) | Higado:
Color: Rojo Palido
Ancho:4.2 cm
Largo: 5.2 cm
Profundidad: 1.9cm
Peso: 11.90 g
SILIMARINA 100 mg + | Higado:

Color: Rojo Vinoso
CCLs Ancho: 3.9 cm
Largo: 5.6 cm
Profundidad: 2cm
Peso: 11,859
Higado:

Color: Rojo Vinoso
Extracto de Gentianella Ancho:4.4 cm
Bicolor 200 mg + CCL4 Largo: 6.2 cm
Profundidad: 2cm
Peso: 11.74, ¢

Fuente: Datos propios de la investigacion
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TABLA 2: Medicion del peso de ratas durante la investigacion en ratas (rattus rattus

var albinus) administradas tetracloruro de carbono.

GRUPQOS
N° Media Error tipico
EXPERIMENTALES
BLANCO 4 7.7 0.1
CONTROL POSITIVO (CCly) 4 11.9 1.2
SILIMARINA 100 mg +
CCLs 4 10.8 0.2
EXTRACTO DE Gentianella 4 11.7 2.0

Bicolor 200 mg + CCL4

Fuente: Datos propios de la investigacion
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TABLA 3 Indice Hepatico (IH) e incremento de tejido segin grupo de

tratamiento.

Grupos IH* (%) % de Incremento
Blanco 4.00 £ 0.03 -
CONTROL POSITIVO (CCls) 4.79 £ 0.49 19.7
SILIMARINA 100 M+mg + CCly 4.18 £ 0.61 4.34

Extracto de Gentianella Bicolor
200 mg + CCL4 411 +0.48 2.65

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

Debido a que el higado es uno de los principales blancos de intoxicacion por
xenobidticos y drogas. El presente trabajo se evalto el efecto protector del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella bicolor frente al dafio hepatico agudo producido por
tetracloruro de carbono (CCls). Se utilizé el modelo de induccién de dafio hepéatico
agudo por CCla, esté se administré al sexto y séptimo dia del de la administracion (2
ml/kg,) con lo que se coincide con diferentes autores como Canelo P, Mendoza Y.
Este estudio revelo que el tetracloruro de carbono (CCls) aumento6 significativamente
los niveles de las enzimas presentes en el higado. Asimismo, el tratamiento a largo
plazo en Rattus rattus var albinus resulta, una disminucion y pérdida de
regeneracion hepatica, yaqué el tetracloruro de carbono (CCls) se metaboliza por el
cito-cromo P450 al radical triclorometilo, el cual inicia la lipoperoxidacion celular,
produciendo dafio hepatico al implicar la integridad de las membranas y por la unién
covalente de intermedios reactivos a moléculas biolégicamente importantes, como el
glutation, induciendo necrosis y dafio hepatico en general *. Por ello, se considera al
estrés oxidativo como el principal mecanismo molecular involucrado en la toxicidad
por tetracloruro de carbono, el cual tiene rol importante para la inactivacion de
células Kupffer en la fibrosis hepatica inicial inducida por tetracloruro de carbono
(CCLs)*. Asi mismo el alto contenido de polifenoles en Gentianella bicolor
reportados por Huaman et al'! y Solorsano et al 2. son poderosos antioxidantes y
poseen diversas actividades antiinflamatorias ya que uno de los componentes de
polifenoles son los flavonoides siendo los inhibidores de la formacion de leucotrieno
B4, potenciadores de la formacién de prostaglandina E2 e inhibidores de la

liberacidn de 6xido nitrico. En el presente trabajo se ha demostrado la reduccion del
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marcador del estrés oxidativo. Se justifica por la presencia de compuestos
polifendlicos*. Al evaluar mediante el examen macroscdpico, no hubo diferencia en
cuanto el color entre los grupos de tratamiento de Gentianella bicolor y el grupo de
tratamiento con silimarina. En comparacion con el estudio de Veloz D%, refiere
mediante el examen macroscopico de los higados del tratamiento con boldo y
silimarina donde observo una coloracion rojo vinoso en ambos grupos, esto quiere
decir que no se confirmaron alteraciones macroscépicas en el higado. En cambio, en
el grupo tratados con tetracloruro de carbono (CCls) se observo una gran diferencia
del color rojo palido a comparacion de los otros grupos. Asi como refiere en el
estudio de Asqui M L. en la induccidn de tetracloruro de carbono el higado muestra
una coloracion de rojo palido esto se puede decir que hay una destruccion del 90%
del higado. Sin embargo, si hubo diferencia en el peso del higado y el tamafio. En los
animales con lesiones hepaticas fue significativamente menor comparado con los
animales del grupo control y los otros grupos de tratamiento que recibieron el
extracto hidroalcohdlico de Gentianella bicolor, mostrando una disminucion del

indice de hepatomegalia (p < 0,001) causado por la administracion del toxico.
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VI.

CONCLUSIONES
El extracto hidroalcoholoco de Gentianella bicolor a una dosis de 200mg/kg
mostro una proteccion significativa contra la lesién hepatica inducida por

tetracloruro de carbono (CCls)

Las caracteristicas macroscopicas evidencian un mejor aspecto en relacion al
color, tamafio y peso del tejido hepatico al que se administr el extracto

hidroalcoholico de Gentianella bicolor.

El indice hepéatico fue de 4.11 + 0.48 Y el porcentaje de incremento de tejido

fue 2.65%
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ANEXO 01

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Peru

Constancia N° 77 — 2017- HUT

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

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

Divisién :  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 determinacion taxonémica 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
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Anexo N° 02: Procedimiento experimental
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Anexo N° 05: Preparacion del tetracloruro de carbono (CCla)

Anexo N° 06: Proceso de administracion de tratamientos via oral (sonda

orogastrica)

Anexo N° 07: Extraccién de sangre
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Anexo N° 08: Proceso de extraccion del higado

Anexo N° 09: pesos de los higados

- _ Gentianella
Silimarina Bicolor 200 mg

BLANCO ccl,
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