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RESUMEN

Se determino la actividad hepatoprotectora del extracto etandlico de Schkuhria Pinnata
(Canchalagua) en Rattus rattus var albinus con intoxicacion hepatica inducida por
tetracloruro de carbono. Se conformaron 4 grupos experimentales de 4 ratas por grupo;
primer grupo (control negativo), segundo grupo (control positivo CCl4), tercer grupo de
tratamiento (Silimarina 100mg) y cuarto grupo (extracto etanolico de Schkuhria Pinnata
200mg), la duracion del tratamiento fue 7 dias, el 6 y 7™ dia después de 12 horas de ayuno
fueron tratados con 2ml de CCls, excepto el grupo de control negativo. Resultados. En el
indice Hepatico y porcentaje de incremento del volumen de tejido hepatico, se observé una
disminucion en el grupo de Silimarina 100mg 4.34% y grupo del extracto etandlico
Schkuhria Pinnata 200mg 1.63%. En el cambio ponderal de pesos de higados en Rattus rattus
var. albinus después del tratamiento, en el grupo positivo con CCl4 se observd un aumento
de 11.9g y el control con extracto etandlico de Schkuhria Pinnata 200mg se observé una
disminucion de 10.9 g. Se realiz6 el perfil hepatico para determinar la actividad
hepatoprotectora; en el grupo IV del extracto etandlico Schkuhria pinnata 200mg se observo
una mejoria en los niveles de Proteina T. (7.2 £ 1.0), Albumina (3.3+ 0.1), TGP (75.7 £ 2.1),
TGO (139.3 £ 139.8) y F. Alcalina (216.0 £ 14.0). Asi mismo se evaluaron los valores del
perfil lipidico; en el grupo IV del extracto etandlico Schkuhria pinnata 200mg se observo
una disminucion en los niveles de colesterol (188.0+14.6), triglicéridos (139+ 31.3) y HDL
(40 + 2.5). Conclusion El extracto etandlico de Schkuhria pinnata (Canchalagua) a dosis de

200mg/kg/pc ha demostrado tener efecto hepatoprotector.

Palabras clave: Hepatoprotector, Perfil hepatico, Perfil lipidico, Schkuhria pinnata,

Silimarina, Tetracloruro de carbono.
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ABSTRACT

The hepatoprotective activity of the ethanolic extract of Schkuhria Pinnata (Canchalagua) of
200mg was determined in Rattus rattus var albinus with carbon tetrachloride induced liver
intoxication. There were 4 experimental groups of 4 rats per group; the first group (negative
control), the second group (positive control), the third treatment group (Silimarin) and the
fourth group (ethanolic extract of Schkuhria Pinnata at 200mg), the duration of treatment
was 7 days, the 6th and 7th day after 12 hours of fasting were treated with 2ml of CCl4,
except the negative control group. Results. In the Liver Index and percentage of increase in
the volume of liver tissue, a decrease was observed in the Silimarin group 100mg 4.34% and
the Schkuhria Pinnata ethanolic extract group 200mg 1.63%. In the weight ponderal change
of liver weights in Rattus rattus var. albinus after treatment, in the positive group with CCl4
an increase of 11.9g was observed and the control with ethanolic extract of Schkuhria Pinnata
200mg a decrease of 10.9 g was observed. Liver profile was performed to determine
hepatoprotective activity; in group 1V of the ethanolic extract Schkuhria pinnata 200mg, an
improvement in T-protein levels was observed. (7.2 £ 1.0), Albumin (3.3 0.1), TGP (75.7
+2.1), TGO (139.3 £139.8) and F. Alkaline (216.0 + 14.0). Likewise, the values of the lipid
profile were evaluated; in the group IV of the ethanolic extract Schkuhria pinnata 200mg, a
decrease in the levels of cholesterol (188.0+14.6), triglycerides (139+ 31.3) and HDL (40 +
2.5) was observed. Conclusion The ethanolic extract of Schkuhria pinnata (Canchalagua) at

a dose of 200mg/kg/pc has shown to have a hepatoprotective effect.

Keywords: Hepatoprotective, Liver profile, Lipid profile, Schkuhria pinnata, Silymarin,

Carbon tetrachloride.
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INTRODUCCION

La Salud en la comunidad abarca una categoria importante para la solucion y
prevencion de las enfermedades, debido a que esta comunidad puede atraer alguna
enfermedad ya sea viral, genéticamente, mala alimentacion, usos excesivos de
medicamentos 0 consumos excesivos de tabaco y alcohol; esto puede llevar a que las
personas tengan un mal equilibrio en su organismo, principalmente hoy en dia las
personas caen mal por la automedicacion que se da diariamente debido al mal uso de
los medicamentos, esto puede generar dafio o lesiones principalmente al higado ya
que es el d6rgano méas importante del cuerpo humano, que realiza funciones
metabdlicas y excretorias vitales, también es conocida como guardabarrera que puede
procesar sustancias Utiles, mientras que destoxifica sustancias absorbidas por via
oral. Asi mismo el higado contribuye de manera esencial el estado bioquimico del
cuerpo, abarcando funciones en el metabolismo de carbohidratos que se da en
almacenar glucogeno, conversion de galactosa y fructosa en glucosa, gluconeogénesis
y la formacién de compuestos bioquimicos. El higado elimina de la sangre la glucosa
excesiva y la sangre regresa a su estado normal, requiere de la funcién de
amortiguacion de glucosa del higado, también contribuye una funcién importante en
el metabolismo de grasa ya que algunas estan concentrados en el higado, es por eso
que el higado apoya una tasa en especial de alta oxidacion de acidos grasos con el fin
de proporcionar energia para otras funciones corporales, sintetizando casi todas las
lipoproteinas que requiere el higado. 2

La importancia del uso de las plantas medicinales es conocida antes por los ancestros

que usaban las plantas como medicina para curar o aliviar cualquier molestia, esto se



seguia practicando y hoy en dia son mas conocidas a nivel nacional e internacional,
la cual lo aplican y usan con variedades fines terapéuticos, segun la organizacion
mundial de la salud el 80% de la poblacion mundial utiliza cotidianamente plantas
medicinales para aliviar dolencias comunes, resfrios, infecciones a nivel del
estdbmago, malestares, nauseas, colicos y otros sintomas, la cual se ha forjado una
autentica medicina tradicional ocupando un lugar importante para la humanidad.?

La Canchalagua atribuye propiedades curativas como purificar la sangre, reumatismo
de los mausculos intercostales, resfrios, afecciones de las vias respiratorias,
desintoxicante, antiproliferativa, gastroprotectoras, diuréticas, hipoglucémicos y para
el acné. Como parte farmacoldgica se reporta que posee actividad antimicrobiana,
actividad antifangica, actividad antimalarico, actividad hipoglucemiante, actividad
anticancerigena, actividad antiinflamatoria, actividad diurética, actividad inhibitoria
sobre la motilidad géstrica y actividad antioxidante. Por ello los médicos naturalistas
del Peru recomiendan su uso a todas las personas que padecen de aquellas
enfermedades para combatirlas y prevenirlas gracias a su poderosa funcion
terapeurica.*

En cuanto a la problematica de la investigacion sobre la actividad hepatoprotectora
nos dice que esta relacionado con la capacidad de disminuir el estrés oxidativo
y atrapar radicales libres, asociado con un incremento de capacidad antioxidante del
higado, esto se habla porque hay numerosas personas que sufren o padecen dafios o
lesiones al higado debido a una mala alimentacién o automedicacién con aines u otros
medicamentos, esto se da mayormente en adultos y poco en adolescentes, es por eso

que las personas que tienen problemas sobre el higado pueden acudir a esta planta



“Canchalagua” por sus grandes propiedades terapéuticos con el fin de curar y

prevenir.

En la investigacion se plante6 la siguiente problematica ¢Tendra actividad

hepatoprotectora el extracto etanolico de Schkuhria Pinnata (Canchalagua) en Rattus

rattus var. albinus con intoxicacion hepética inducida por tetracloruro de carbono?

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la actividad hepatoprotectora del extracto etanolico de Schkuhria Pinnata

(Canchalagua) en intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono.

Objetivo especificos:

- Determinar el Indice Hepatico y porcentaje de incremento del volumen de tejido
hepético segun grupo de tratamiento.

- Evaluar el cambio ponderal de pesos de higados en Rattus rattus var. albinus
después del tratamiento.

- Determinar la actividad hepatoprotectora del extracto etandlico Schkuhria
Pinnata en dosis de 200mg/kg/pc sobre valores medios del perfil hepatico:
Proteina T, Albumina, Globulina, Bilirrubina T, Bilirrubina D, TGP, TGO y F.
Alcalina en Rattus rattus var. albinus con intoxicacion hepatica inducida por
tetracloruro de carbono.

- Determinar los cambios de los valores del perfil lipidico: Colesterol, triglicéridos
y HDL con intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono en Rattus

rattus var. albinus.



REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECENDENTES

La familia Asteraceae de la plata Schkuhria pinnata demuestra tener efecto
hepatoprotector en los siguientes estudios:

En el afio 2016, Hilario G y Mejia P® realizaron un estudio “Efecto
hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara scolymus (corazon de alcachofa)
en ratones sometidos a intoxicacion por paracetamol. Lo realizaron con dos
concentraciones: zumo 5 mL/kg y zumo 10 mL/kg, demostrando que en ambos
grupos no presento incremento de la masa hepatica e histolégicamente, se
observo signos de necrosis solo en la administracion con paracetamol y en los
grupos de zumos de Cynara scolymus mostro una restauracion de las lesiones
histopatoldgicas inducidas por paracetamol. Demostrando que ejerce un efecto
hepatoprotector.

Segun Shebbo S et al® en el afio 2020 realizaron un estudio sobre el Efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de Matricaria chamomilla contra dafios
hepaticos cancerigenos inducidos por la 1,2-dimetilhidrazina en ratones. Donde
trabajaron con la concentracion de 150 mg/Kg b.w. del extracto acuoso de
Matricaria chamomilla (manzanilla) y 20 mg/Kg b.w. de DMH
(dimetilhidrazina) por 12 semanas. Como resultado observaron que la DMH
indujo una lesion hepatica en ratones, demostrando un aumento significativo en
Aspartato Aminotransferasa sérica y Alanina Aminotransferasa. Asi mismo se
observo el potencial efecto hepatoprotector del extracto de Matricaria

chamomilla (manzanilla) contra las lesiones hepéticas inducidas por la DMH, la



proliferacion y la inflamacién, indicando que la Matricaria chamomilla
(manzanilla) restaurd los parametros bioquimicos y moleculares en ratones pre
tratados con el extracto. Este trabajo demuestra que ejerce actividad
hepatoprotectora contra la DMH probablemente debido a las propiedades
antioxidantes, antiproliferativas y antiinflamatorias de sus flavonoides.

La plata medicinal Schkuhria pinnata demuestra tener capacidad antioxidante,
responsables de la actividad hepatoprotectora en los siguientes estudios:

Segin Soto’ en el afio 2018 realizd un estudio de la Schkuhria pinnata,
reportando lograr la capacidad antioxidante por DPPH (mM Trolox Eq. /1 g
muestra seca) por la extraccion metandlica en hojas 469.22 + 21.49, flores 320.86
+ 54.47 y tallo 355.59 * 33.93 y por extraccion de infusion en hojas 255.72 +
11.38, flores 175.42 + 2.33 y tallo 163.96 + 13.70 y por decocto en hojas 104.91
+ 6.89, flores 55.88 + 4.61 y tallo 163.96 + 13.70. Segun su estudio posee un
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante muy significativos.
Segun Benito y De La Cruz® de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
2019 evaluaron la actividad antimicrobiana y antioxidante in vitro de los
extractos metandlico de Schkuhria pinnata e hidroalcoholico de Baccharis
latifolia. La actividad antioxidante se evalué mediante el método del radical libre
DPPH  (2,2-difenill-picril  hidrazilo) y ABTS-+ (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico); los resultados se expresaron por medio del
valor I1C50. El extracto metandlico de Schkuhria pinnata e hidroalcohdlico de

Baccharis latifolia presentaron actividad antioxidante.



Purizaca y Condori® de la Universidad Wiener, 2018 realizaron una investigacion
de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas, flores, tallo y raiz de Schkuhria
pinnata (Lanm.) Kuntze ex Thell “canchalagua”, la cual se ha reportado el
aislamiento de compuestos bioactivos en especies pertenecientes a la familia
Asteraceae. La investigacion quimica de las partes aéreas de Schkuhria pinnata
(Asteraceae) permitio la caracterizacion de lactonas sesquiterpénicas
flavonoides, y acil fenil propanoides, asi mismo demostrando que compone de

una actividad antioxidante.



2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION
2.2.1. CANCHALAGUA (Schkuhria pinnata)
Es una planta medicinal de sabor amargo, es originaria del Per( y su

clasificacion en la taxonomia es:

Division Angiospermae
Clase Dicotyledoneae
Sub clase Archychlamydeae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Schkuhria

S. pinnata (Lam.)

Especie Kuntze ex Thell

2.2.1.1. HABITAT: Sierra

Especie de amplia difusion en las regiones calidas y templadas de
Suramérica, desde Ecuador hasta el centro de Chile, Perl y
Argentina. Pequefia hierba que crece en nuestro territorio
distribuida en los valles y laderas de sierra entre 2000 y 3000 msnm
en las serranias de Ayacucho, Junin y Ancash: esta situada en la

sierra central entre los 2500-4000 m de altitud.®



2.2.1.2. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION

Son de hierbas anules con tallos erectos, ramosos en las partes
superiores, asperas y estriadas, de 20 a 50 cm de altura. Hojas
opuestas en la base, alternas superiores de 4 cm de largo, pinnada o
bipinnadamente divididas en segmentos filiformes, su tallo es de
forma cilindrica, estriado, mas o menos pubérulo o glabro, su
inflorescencia es que tiene numerosas cabezuelas, dispuestas en
paniculas foliosas, sobre pedinculos de hasta 5 cm de largo, Tienen
flores amarillas, dimorfas, una ligulada y femenina y las restantes
tubulosas y hermafroditas. Semillas que son aguenios tetrangulares

de 3 a4 mm de largo y 0.7 1.0 mm de ancho Aquenios de largo.*°

2.2.1.3. ESTUDIOS FITOQUIMICOS

Mediante composicion quimica se han reportado el aislamiento de
compuestos bioactivos en especies pertenecientes a la familia
Asteraceae, el analisis quimico de las areas de Schkuhria pinnata
permiti6 la caracterizacion de lactonas sesquiterpénicas
cromolaendlido,  3-beta-hidroxi-8-beta-(4> -5 -dihidroxi-
tigloiloxi)-costundlido, flavonoides y acil fenil propanoides. En
relacién con los compuestos quimicos acerca de la especie se
caracterizaron metabolitos como: Alcaloides, flavonoides,
compuestos  fenolicos,  taninos,  azucares  reductores,
desoxiazucares, lactonas triterpenoides/esteroides. En un estudio

fitoquimico han demostrado que en el extracto etanolico al 96% de

8



toda la planta han demostrado tener mayor proporcion en
alcaloides, taninos, flavonoides y compuestos fendlicos (generan
antioxidantes). 1!
2.2.2.HIGADO
El higado estd conformado por hepatocitos, células responsables de
metabolizar numerosas sustancias, entre ellas los farmacos, en especial los
de caracter lipofilico que son biotransformados a hidrofilicos, para su
excrecion renal o biliar.

2.2.2.1 ANATOMIA

El higado es un drgano intratoracico, situado detras de las costillas
y cartilagos costales, separado de la cavidad pleural y del pulmoén
por el diafragma y esta localizado en el cuadrante superior de la
cavidad abdominal se proyecta a través de la linea media hacia el

cuadrante superior izquierdo.

El mayor 6rgano del cuerpo humano es el higado, en el cadaver
adulto, pesa cerca de 1200 a 1550 g, en el vivo pesa cerca de 2500
g Y en los nifios es proporcionalmente superior. En los jovenes es

hasta cierto punto responsable de la protuberancia abdominal.?

2.2.2.2 FISIOLOGIA DEL HIGADO

La posicion estratégica en la circulacion lo tiene el higado por
ser el primer Organo que contacta la sangre proveniente del
intestino y esto no sélo implica que la superficie hepéatica absorba

nutrientes, toxinas y microorganismos derivados del intestino, sino



gue también sugiere el papel hepatico en la secrecion de
compuestos en la luz intestinal. Podemos precisar entonces que a

este 6rgano le atafien tres tipos de funciones basicas que son:*3

1. Funciones vasculares (almacenamiento y filtracion)

2. Funciones metabdlicas

3. Funciones secretoras y excretoras encargadas de formar bilis.

2.2.2.3 DANOS HEPATICOS

La hepatitis B o C cronica, el consumo excesivo de alcohol y otros
factores pueden causar grave toxicidad hepatica, teniendo en
cuenta la cantidad de funciones vitales que realiza el higado, no
es sorprendente que las lesiones hepaticas afecten a casi todos los
sistemas organicos, entre ellos al digestivo, endocrino,
cardiovascular e inmunitario. A medida que el higado va sufriendo
dafos, el tejido normal se va volviendo fibroso (fibrosis, con
cicatrices superficiales), graso (esteatosis) y con cicatrices
profundas (cirrosis), cuando el érgano estd demasiado lesionado,

pierde la capacidad de desempefiar sus funciones normales.'*
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2.2.2.4 CONSECUENCIAS DEL MAL FUNCIONAMIENTO
HEPATICO

- Disminucién en la produccién de bilis, causa problemas en la
absorcion de las grasas.

- Disminucién en la produccién de proteinas, causa un déficit de
las proteinas que intervienen en la coagulacion de la sangre y en
la produccion de proteinas y aminoacidos.

- Disminucién de la sintesis de colesterol y de hormonas, causa la
reduccion de la sintesis del colesterol ejerciendo un efecto
negativo en la formacion de las membranas celulares.

- Alteraciones en el almacenamiento del glucdgeno que sirve de
combustible a los musculos, puede producir situaciones de
hipoglucemia (déficit de azucar en la sangre) en el periodo de
ayuno.

- Déficit en el metabolismo (descomposicion) de medicamentos,
alcohol y otras drogas; puede producir la alteracion de la funcion
de los enzimas hepaticos encargados de inactivar y eliminar
metabolitos de sustancias toxicas.

- Disminucion de la capacidad de defensa frente a bacterias, virus
y moléculas extrafas al organismo, es debida a una disminucién
de la funcion de fagocitosis de las células de Kupffer del

higado.®®
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2.2.2.5 PRINCIPALES SINTOMAS

- Debilidad, cansancio y malestar

- Anorexia

- Nauseas y vomitos

- Pérdida y aumento de peso

- Dolor y molestias abdominales

- Color amarillento en la piel y ojos (Ictericia)
- Orina de color oscuro (coluria)

- Edemay distension abdominal

- Oliguria y nicturia

- Picazon en la piel (prurito)

- Sangrado y contusiones

- Encefalopatia hepatica y alteracion del ritmo del suefio
- Impotencia y disfuncion sexual

- Calambres musculares!®

2.2.2.6 ENFEREMEDADES HEPATICOS
Hepatitis Viral B.

Es un virus DNA, envuelto, que pertenece a la familia
Hepadnaviridae, se conocen ocho genotipos del virus que se
denominan de la A hasta H; estos genotipos tienden a tener diferente
distribucion geografica e incluso mostrar variaciones en la
presentacion clinica. Esta enfermedad puede conducir al desarrollo
de cirrosis o carcinoma hepatocelular, lo cual va a depender de
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factores como el genotipo viral infectante, infecciones concurrentes

con otros virus y factores sociales y ambientales.’
Hepatitis Viral C.

Es un virus RNA de cadena simple positiva, envuelto, que pertenece
a la familia Flaviviridae y al género Hepacivirus. Esta enfermedad
tiene una elevada morbilidad y mortalidad que puede conducir a una
cirrosis hepatica, descomposicion hepatica y al desarrollo de CHC

(Carcinoma hepatocelular). *

Higado Graso y esteatohepatitis no alcohdlica (EHGNA)

Es una enfermedad secundaria a la acumulacion de grasa,
principalmente de triglicéridos (TG), en los hepatocitos, y los
pacientes pueden presentar lesiones de esteatosis hepatica simple,
esteatosis con inflamacién, cirrosis y carcinoma hepatocelular. Se
relaciona a obesidad, preferentemente abdominal, diabetes mellitus
tipo Il y sindrome metabolico; en su fisiopatologia estan
involucrados la sobre nutricién, vida sedentaria, factores genéticos

y resistencia a la insulina. *’

Cirrosis Hepatica

La cirrosis hepatica suele asociarse al consumo de alcohol y en
hepatitis virales, es una enfermedad en donde el higado se deteriora
lentamente y funciona mal debido a una lesion cronica,

caracterizada por la presencia de fibrosis y por la formacion de
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nodulos de regeneracidon, que conduce a una alteracion de la

arquitectura vascular, asi como de la funcionalidad hepatica. 1”8
Cirrosis Autoinmune

Se produce wuna inflamacién hepatocelular de patogenia
desconocida, afecta fundamentalmente a mujeres y suele
acompariarse de otras manifestaciones autoinmunes. En cuanto a la
analitica suele presenciarse  hipergammaglobulinemia vy

autoanticuerpos que es denominada cirrosis biliar primaria. 178

2.2.3.PERFIL HEPATICO

Las transaminasas son enzimas ampliamente difundidas en el organismo;
ya que catalizan la transferencia de un grupo amino de un aminoacido a un
cetodcido en una de las importantes reacciones del metabolismo proteico.
El interés clinico estd centrado especificamente en dos de ellas: GOT
(Transaminasa glutdmico oxalacética) y la GPT (Transaminasa
glutamicopiravica). *°

Estas enzimas tienen accidén eminente intracelular por lo que la actividad
sérica en condiciones normales es baja o nula. Un aumento de la actividad
sera evidenciada de un deterioro de los tejidos en que se encuentra, de los
cuales resultan particularmente importantes en corazon e higado. La GPT
(Transaminasa glutamicopirtvica o Alanino Aminotransferasa: ALT); es
una enzima citosolica que se encuentra en altas concentraciones en el
higado, por lo cual es mas especifica de este drgano. La Aspartato
Aminotransferasa (AST 6 GOT) y la Alanino Aminotransferasa (ALT 0
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GPT), son enzimas que se encuentran en los hepatocitos. Por lo que; se les
considera marcadores sensibles de lesion hepatica.®

Las pruebas de laboratorio son eficaces para el diagnostico de la actividad

del higado, entre los examenes de sangre realizados mas comunmente
se incluyen los siguientes: %

e Albdmina: La albumina ayuda a impedir que se escape liquido fuera
de los vasos sanguineos. Se usa para medir el nivel de albumina (una
proteina presente en la sangre) y contribuye al diagndstico de la
enfermedad del higado.

e Globulina: Es un grupo de proteinas de la sangre, es importante para
el funcionamiento del higado (siendo la Ig las células que se sintetizan
dentro de las células plasmaticas), coagulacion de la sangre y combate
infecciones. Presenta cuatro tipos de globulinas: alfa 1 y 2, beta y
gamma.

e Fosfatasa alcalina: Se encuentra en muchos tejidos, con una mayor
concentracion en el higado, el tracto biliar y los huesos. Este examen
puede realizarse para evaluar el funcionamiento del higado y para
detectar lesiones del higado que pueden causar obstruccion biliar,
como tumores 0 abscesos.

e GOT: Transaminasa glutamicooxalacética. Estd presente en
casi todos los drganos, dentro de las células, y que cuando se
encuentra en sangre en niveles muy elevados significa que ha habido

destruccién celular.
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GPT: Transaminasa glutamicopiravica. Se localiza principalmente en
el higado y su mision es la fabricacion de glucosa.

La bilirrubina: La prueba de bilirrubina total puede hacerse con
exactitud en suero o plasma y es uno de los estudios incluidos en el
perfil hepético, es una prueba que se basa en funciones secretoras y
excretoras del higado, por lo que es de gran importancia para el perfil.
En si misma no es especifica para alguna enfermedad, pero es muy (til
para distinguir disfuncion hepatica de biliar cuando se correlaciona con
una historia meticulosa y el examen fisico.

Proteinas totales: Los enlaces peptidicos de las proteinas
reaccionan con el idn caprico, en medio alcalino, para dar un complejo
color violeta con méaxima absorcion a 540 nm, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de proteinas totales presentes en la

muestra.

2.2.4. PERFIL LIPIDICO

Para el perfil lipidico se determinaron triglicéridos (TG), colesterol (COL),

lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad

(HDL). Estas pruebas se determinaron en un espectrofotémetro. 2% 2

Colesterol: Sustancia que se encuentra en todos los tejidos, de forma
especial en la bilis, en los célculos biliares, en las grasas y
normalmente en la sangre. Mediante un mecanismo metabolico muy
preciso, el organismo mantiene en equilibrio las cantidades de

colesterol que hay en la sangre y en el higado, pero cuando el aporte
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de colesterol es superior al necesario durante un tiempo
prolongado, el mecanismo puede sufrir alteraciones.

e Triglicéridos: Son grasas que estan presentes en los alimentos y en la
sangre. Los niveles elevados de Triglicéridos en la sangre estan
relacionados con un aumento en el riesgo de enfermedad cardiaca,
aunque no de manera tan directa como los niveles altos de colesterol.

e HDL.: Conducen el colesterol desde los tejidos periféricos hasta el
higado, donde es degradado y transformando en &cidos biliares para
finalmente ser excretados, su alta densidad se debe al gran contenido
proteico. Remueve el exceso de colesterol de la sangre y se conoce
como colesterol bueno.

e LDL: Estas lipoproteinas conformadas por colesterol de origen tanto
exodgeno como endogeno, son el resultado de la degradacion de las
VLDL, transportan mas del 70% de colesterol existente en el suero. Es
el responsable de la acumulacién de grasas en las arterias y se conoce

como colesterol malo.

2.2.5. HEPATOTOXICIDAD
La hepatotoxicidad, conocida como enfermedad hepética tdxica inducida
por drogas implica dafio funcional o anatémico en el higado inducido por
ingestion de compuestos quimicos u organicos. El higado esta
especialmente expuesto a una toxicidad por razon de su funcién en la
biotransformacién, metabolismo y eliminacion de agentes potencialmente

toxicos. Ciertos productos medicinales, al tomarse en dosis elevadas o por
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un largo periodo de tiempo causan dafios celulares, aunque la
hepatotoxicidad es por lo general independiente de la concentracion del
farmaco, es decir, algunas drogas pueden causar dafio hepatico aun en dosis
terapéuticas, otras alternativas sobre la hepatotoxicidad es que puede ser
causada por elementos naturales, remedios caseros o industriales, entre
otros, todo producto causante de dafio al higado se conoce como
hepatotoxicas.?
2.2.6. TOXICIDAD

El cloruro de carbono puede ingresar al cuerpo por via enddgena o exdgena,
ya sea por via inhalatoria o aspirado, por absorcion a traves de la piel y
mucosas, por via ocular, por via oral o por heridas abiertas sin cicatrizar.
Esto se elimina por orina o exhalacion. Si uno hubiese ingerido depresores
del sistema nervioso central como diazepam, clonazepam, o una ingesta
abusiva de alcohol, el cuadro clinico se veria mucho mas comprometido,
pudiendo ocasionar la muerte por falla hepatica grave llegando a mostrar

una grafica plana o paro cardiorespiratorio.?*

2.2.7.DROGA HEPATOPROTECTORA

SILIMARINA

La Silimarina es un flavonoglicano que es extraido de las semillas y el fruto
de Silybum marianum, y es una mezcla de tres compuestos diferentes la
silibinina, silidianina y silcristina. Ha sido utilizada en padecimientos
hepaticos por su efecto regenerador celular, inhibidor de leucotrienos y

efecto antioxidante. Ademéas son reconocidas por sus propiedades
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antihepatotoxica, antiinflamatoria,  antioxidante, antitumoral 'y
hepatoprotectoras. Como funcién tienden a promover el crecimiento de
nuevas células del higado, por lo que se indica en el tratamiento de
hepatitis, cirrosis y cuando ingieren medicamentos que pueden causar dafio

hepético. 2°

2.2.8. TETRACLORURO DE CARBONO

El tetracloruro de carbono pertenece al grupo de los hidrocarburos
halogenados, es poco soluble en agua y su descomposicion térmica produce
Fosgeno (CI.CO), el cual es un toxico respiratorio. Se usa como disolvente
(aceites, grasas, ceras y limpieza en seco), aungue se usa poco por sus
propiedades cancerigenas, es quizas el hepatotoxico mejor estudiado y
conocido entre aquellos xenobioticos que se sabe causan dafio hepatico. Es
un organoclorado, no inflamable, antiguamente utilizado como extintor y
en la produccién de refrigerantes, pero actualmente abandonado debido a
su toxicidad. Es un liquido incoloro de olor ligeramente dulce.

Se obtiene haciendo pasar cloro(Cl2) por sulfuro de carbono(S2C), en
presencia de pentasulfuro de antimonio, y separando el tetracloruro de
carbono del monocloruro de azufre formado (p.eb. 135,6°C) por destilacion

fraccionada. Puede encontrarse en pequefias cantidades en el aire. 227

2.29. MECANSIMO DE ACCION DEL TETRACLORURO DE
CARBONO
Es un anestésico capaz de causar la muerte por depresion del Sistema

Nervioso Central, asimismo es un potente toxico hepatico y renal. Su via
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de ingreso puede ser respiratoria, por inhalacion de vapores, digestiva, o
piel, concentrandose  posteriormente en el tejido adiposo.
Aproximadamente el 50% de la dosis absorbida se excreta a través de los
pulmones sin metabolizar, y la mayor parte del otro 50% restante se
metaboliza en el higado, la cual tiene una vida media muy prolongada en
el organismo. En el higado altera la capacidad de los hepatocitos para ligar
los triglicéridos a las lipoproteinas transportadoras, originando
acumulacioén intracelular de lipidos y degeneracion grasa. Se forman
metabolitos extremadamente toxicos, que originan muerte celular y
necrosis hepatica centro lobulillar, mediado por el sistema enzimatico

microsomal citocromo P450, 282
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I11. HIPOTESIS

3.1. Hipotesis Nula:

El extracto etanolico de Schkuhria pinnata (Canchalagua) no tiene actividad
hepatoprotectora en intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono en
Rattus rattus var. albinus.

3.2.Hipotesis Alternativa:

El extracto etandlico de Schkuhria pinnata (Canchalagua) tiene actividad
hepatoprotectora en intoxicacién hepatica inducida por tetracloruro de carbono en

Rattus rattus var. albinus.
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IV. METODOLOGIA
4.1. DISENO DE LA INVESTIGACION.
La investigacion corresponde a un estudio de enfoque cuantitativo, de tipo
bésico, con un nivel explicativo, de disefio experimental (grupos: blanco, control

y grupo experimental).

[y — X1---- ---011
G2----mmmmmmmmee- X2--mmmmmmmmmeeee 021
(e [eu— X3---- ---031
(Y — e/ ---041

Donde:

G1: Grupo control blanco

G2: Grupo control positivo CCls

G3: Grupo Silimarina

G4: Grupo experimental

Ol1: Tiempo media de administracion de tratamientos en Rattus rattus var.
albinus

X1: Sin Tratamiento

X2: Intoxicacion con CCl4

X3: Tratamiento con Silimarina 100mg

X4: Tratamiento con Schkuhria pinnata (Canchalagua) 200mg
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4.2. POBLACION Y MUESTRA.
4.2.1. Recoleccion del material vegetal
4.2.1.1. Poblacion Vegetal
Conjunto de planta entera (flores, hojas y tallos) de Schkuhria
pinnata (Canchalagua) en buen estado vegetativo. Proveniente
del distrito de Quiches, provincia Sihuas, ciudad de
Jocosbamba.
4.2.1.2. Muestra Vegetal
Se emplearon aproximadamente 2kg de planta entera (flores,
hojas y tallos) Schkuhria pinnata, luego seran secadas y
pulverizadas aproximadamente 100g que sera utilizado para el
extracto etanolico.
4.2.2. Recoleccion de la muestra biologica
4.2.2.1. Poblacion bioldgica
Conjunto de Rattus rattus var. albinus, sexo macho,
procedentes del Bioterio de la Universidad Catélica los Angeles
de Chimbote, en buen estado de salud.
4.2.2.2. Muestra biologica
Se utiliz6 16 especimenes de Rattus rattus var. albinus, con un
peso entre 180 y 280g con alimento y agua ad libitum, fueron
controladas a una temperatura de 25 + 1°C, en humedad relativa
de 81 + 5% y en el fotoperiodo de 12h de luz y 12h de oscuridad
(06am — 06pm), por un periodo de adaptacion de 15 dias.

Organizados en 4 grupos experimentales de 4 ratas por grupo:
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control negativo, control positivo (CCls), control tratamiento

Silimarina, control extracto etandlico Schkuhria pinnata.

4.3. DEFINICION Y OPERACIONES DE VARIABLES E INDICADORES
DEFINICION DEFINICION
VARIABLE INDICADOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL
— Porcentaje (%)
— Porcentaje (%)
) — Gramos
— Indice Hepati L
Actividad fidice Hepalieo Pruebas Bioguimicas:
— Incremento del volumen de .
Hepatoprotectora: Son j , — Proteina Total gr/dl
tejido  hepatico  segun )
capaces de proteger al . — Albumina gr/dl
Variable grupo de tratamiento. )
) higado de factores — Globulina gr/dl
dependiente: ] — Cambio ponderal de pesos .
o exogenos como — Bilirrubina T gr/dl
Actividad ] o de higados en Rattus rattus o
enddgenos, previniendo ) — Bilirrubina D gr/dl
Hepatoprotectora . var. albinus después del
enfermedades hepaticas - TGO U/L
tratamiento.
y asi poder ayudar al - TGO UJ/L
., — Perfil hepatico
higado a regenerarse. — E. Alcalina U/L
— Perfil lipidico
— Colesterol mg/dl
— Triglicéridos mg/dI
— HDL mg/dI
Variable

independiente:
Concentracion
elaborada a base
de extracto
etandlico
Schkuhria
Pinnata

(Canchalagua)

Producto con diversos
compuestos  quimicos,
obtenido de la
trituracion de la planta
entera (flores, hojas y
tallos) por maceracion y
filtrado al vacio, la cual

sera administrada por

4 grupos de 4 ratas en cada

uno:

— Grupo I: control negativo

— Grupo II: control positivo
(CCly)

— Grupo |lI:

control con

Silimarina + CClq4

— Sin tratamiento

— CCls al 40%

— Silimarina 100mg/kg
+ CCls 40%

— Extracto de etanolico
Schkuhria
200mg/Kg/dia +
CCl4 40%

Pinnata
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Via Oral a animales de | — Grupo IV: Tratamiento con
experimentacion. extracto etandlico
Schkuhria Pinnata + CCls

4.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
4.4.1. Obtencion y elaboracion del extracto etandlico

La planta Schkuhria pinnata comdnmente conocida como
“Canchalagua” fue recolectada 2 Kg de la provincia de Sihuas
departamento (Ancash), distrito Quiches del Centro poblado de
Jocosbamba, donde fue trasladada mediante una prensa a la ciudad de
Chimbote.

La planta fue lavada cuidadosamente y secada a temperatura ambiente
por 2 dias, luego fue colocada en la estufa de secado (BINDER®) a
40°C por otros 2 dias. Posteriormente, se triturd y molid la planta entera
(flores, hojas y tallos) en un molino de cuchillas (OSTER®). Con el
producto obtenido se prepard el extracto etandlico, en una balanza
portatil (VWR®) se pes6d aproximadamente 100g de la muestra
pulverizada, luego se preparé el alcohol a 80° usando una Fiola
(PIREX®) de 500 ml, cambiando el etanol de 96° a 80°, agregamos
los 416.66ml de alcohol 96° en la Fiola (PIREX®) de 500ml y aforamos
con agua destilada hasta llegar a la medida de la Fiola, ya con lo
preparado maceramos la planta pulverizada de 100g con 400mL de

etanol a 80° durante 7 dias en un frasco ambar alejado de la luz y calor.
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4.4.2.

Luego se filtr6 mediante filtrado al vacio (VACUUBRAND®), las
soluciones etanolicas en un balon de fondo redondo (PIREX®)
aproximadamente 200ml de muestra y se llevé al rotavapor (BUCHI®)
por 2 horas para hacer la concentracion hasta obtener una masa
homogénea de consistencia blanda, de esa forma se obtuvo el extracto

etanolico.

El extracto etanolico fue conservado a una temperatura de 1-3°C en un
tubo falcon (N°50) aforrado con papel aluminio en refrigeracion
evitando su exposicion a la luz solar para evitar la degradacion de la

muestra y posteriormente guardar hasta su uso.

Determinacion de la actividad hepatoprotectora

4.2.1.1. Animales de experimentacion
Los animales de experimentacion (ratas) fueron
acondicionados en el Bioterio de la Universidad Catodlica los
Angeles de Chimbote, se usaron 16 animales de
experimentacion (ratas) Rattus rattus var. albinus agrupados en
4 grupos, 4 en cada uno (primer grupo control negativo,
segundo grupo control positivo con CCls (MERCK®), tercer
grupo control con Silimarina y cuarto grupo control con
tratamiento experimental con el extracto etandlico de
Schkuhria pinnata). Los animales de experimentacion fueron
elegidos a una edad de 2 meses en donde fueron

acondicionados en cajas plasticas con tapa de rejilla de acero
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4.2.1.2.

inoxidable, en condiciones ambientales fueron controladas a
una temperatura de 25 £ 1°C, en humedad relativa fue de 81 +
5% y en el fotoperiodo es de 12h de luz y 12h de oscuridad (06
am — 06pm), por un periodo de adaptacién de 15 dias. Su
alimentacion es con la formula proveido de la Universidad
Catolica los Angeles de Chimbote y agua tratada dandoles en
biberones de pléstico de 500ml. Se realiza el control e
influencia en el estado de salud de los animales de
experimentacion administrdndoles 200 ml de agua ad libitum a
cada grupo por dia, durante todo el estudio hasta el dia final
(sacrificio). *°

Preparacion del extracto etandlico de Schkuhria pinnata
Se procedi6 en realizar calculos para la preparacion del extracto
etanolico de Schkuhria pinnata para administrar por dosis de

acuerdo al peso promedio de las ratas por grupo.

Peso promedio de
N° Grupo de Tratamiento
las ratas
1 Control negativo 192.38¢
2 Control positivo 251.63¢g
3 Silimarina 100mg 266.75¢
4 | Schkuhria pinnata 200mg 286.38¢
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4.2.1.3.

4.2.1.4.

Para preparar 200mg/kg/dia de extracto etanolico de Schkuhria
pinnata se realizaron los siguientes calculos:

200mg

1000 g
X

286.38g P. promedio

X= 57.28mg del extracto etandlico de Schkuhria pinnata por
rata

Calculo de la cantidad por grupo:

57.28mg x 4 ratas x 7 dias = 1603mg

Calculo de la cantidad de agua para diluir el extracto
etanolico

1 ml x4 x 7 dias= 28ml

Preparacién del Tetracloruro de Carbono

En una Fiola (PIREX®) de 50ml, se preparo una solucion de
1.2 ml CCl4 40% en 30ml de aceite de oliva.

Preparacién del farmaco hepatoprotector — Silimarina

Se prepard una solucion de Silimarina al 80%

Calculo de la cantidad de Silimarina en una capsula de

300mg:

300mg 100%

X

80 %

X=240mg de Silimarina en una capsula de 300mg
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4.2.1.5.

Calculo de Silimarina a dosis de 100mg en la capsula

240mg 300mg

100mg X
X=125mg de Silimarina hay en una dosis de 100mg.
En una Fiola (PIREX®) 50ml, se prepard una solucion de
Silimarina 100mg en 20ml de aceite oliva.
Administracion de los tratamientos
Para evaluar el efecto preventivo, se administraron a las ratas
(Rattus rattus var. albinus) oralmente con una sonda
orogastrica N°4 (MEDEX®) la induccion del dafio hepatico en
cada grupo de experimentacion.
En el grupo de control negativo se los mantuvo en
condiciones normales con agua y alimentacion durante 7
dias sin ningln tratamiento.
En el grupo de control positivo se le administré 0.7 ml de

CCl440% + aceite de oliva durante 7 dias, una vez al dia por

la mafiana antes de su alimentacion.

- Enel grupo de la Silimarina 100 mg se le administré 0.8 ml

en una concentracién de 100mg/Kg durante 7 dias, una vez

al dia por la mafiana antes de su alimentacion.

- Enel grupo del tratamiento del extracto etanolico Schkuhria

pinnata se le administro 1 ml en una concentracion de

200mg/Kg durante 7 dias, una vez al dia por la mafiana antes
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4.2.1.6.

de su alimentacion.
La conservacion de las muestras hepatoprotectoras preparadas

se guardo en refrigeracion a 4° C.

Administracion del tetracloruro de carbono (CCls)

La hepatotoxicidad se realiz6 al 6° y 7° dia con una
administracion por via oral de 2ml/Kg de peso de CCls 40%
disuelta en aceite de oliva para mayor facilidad, esto se
administro en los tres grupos (grupo control positivo, grupo
control con Silimarina y grupo control con extracto etandlico
Schkuhria pinnata) siendo un compuesto que causa dafio

hepatico.

- El dia 6° se le administro 2.0 ml/Kg p.c de CCls 40%, (v/v)

de aceite de oliva.

- El dia 7° se le administro 2.0 ml/Kg p.c de CCls 40%, (v/v)

de aceite de oliva.
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Tabla experimental

Para la evaluacién y ejecucion se consideraron 4 grupos de 4

ratas por grupo:

N° 16 GRUPO
SUSTANCIAS
GRUPO | RATAS | EXPERIMENTALES
01 04 Control negativo Agua + Alimentacién
02 04 Control positivo Agua + CCl440%
Silimarina
03 04 Silimarina 100mg/kg/dia + CCl4
40%
Extracto etanolico de
o Schkuhria Pinnata
04 04 Schkuhria pinnata )
200mg/Kg/dia + CCla
40%

4.4.3. Determinacion de pesos de higado

4.4.3.1. Sacrificio de las ratas de experimentacion

Para realizar el sacrificio primero se mantuvieron en ayuno por

12 horas, luego se tuvieron que sedar segin grupo de

tratamiento (control negativo, control positivo, control con

Silimarina y control con extracto etandlico) con cloroformo

(MERCK®) empapado en algodon posteriormente meterlas en

una campana de vidrio junto a las ratas de experimentacion

segun grupo. Una vez sedadas las ratas de experimentacion se

procedio abrirlas para generar la extraccion de los higados,

luego cuidadosamente se lavo los higados con agua destilada

colocandolos en una placa Petri.
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4.4.3.2. Pesos Higado

Para realizar el peso de los higados primero se tuvieron que
guardar por 2 dias en una placa Petri con 10ml de formol para
mantenerse uniformemente. Pasado los 2 dias se procedio a pesar
los higados de cada grupo de tratamiento (control negativo,
control positivo “CCl4”, control con la Silimarina y control con
el extracto etanolico de Schkuhria Pinnata) y por Gltimo se anot6
los pesos correspondientes para la obtencion de datos.

4.4.4. Determinacion de Indicadores

4.4.4.1. Indice Hepatico
Para determinar el indice Hepatico (IH) se manejo la siguiente
formula:
IH = Lgddo. X 100
W animal ~

Donde:

W Higado = Peso del higado

W Animal = Peso del animal

Asimismo, se determind el porcentaje del incremento del indice

Hepatico (IH) y el porcentaje del incremento del tejido

(Hepatomegalia) de los grupos de tratamiento, en

correspondencia al IH del grupo I (Control negativo), con la

siguientes formulas.
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4.4.5.

4.4.6.

”I(i(h' ”l(ll
IHa)

X 100

% de incremento =

Donde:

IH Gtto = indice Hepatico del grupo de tratamiento

IH G1 = indice Hepatico del Grupo |
Extraccidn de Sangre en Rattus rattus var. albinus
Para realizar la extraccion de sangre en Rattus rattus var. albinus (ratas
de experimentacién) primero se mantuvieron en ayuno por 12 horas,
luego se tuvieron que sedar segun grupo de tratamiento (control
negativo, control positivo, control con Silimarina y control con extracto
etanolico Schkuhria Pinnata ) con cloroformo (MERCK®) empapado
en algoddn, posteriormente meterlas en una campana de vidrio junto a
las ratas de experimentacion segun grupo, finalmente las abrimos
cuidadosamente sin dafiar ningan organo. Al llegar al corazon se tuvo
que hacer una puncion rapida para la extraccién de sangre, se extrajo
4ml de sangre de cada grupo de tratamiento almacenandola en unos
tubos con anticoagulante (BD Vacutainer® - Tapa roja).
Determinacion del perfil hepatico
Para realizar las pruebas bioguimicas se tomé 4ml de muestra (sangre)
por puncion cardiaca de cada grupo de tratamiento, en tubos
anticoagulantes BD Vacutainer®, con sus respectivos nombres fueron
centrifugadas hasta obtener el suero, luego con ayuda de micro pipetas

(BRAND®) y micro puntillas (LABBOX®) colocamos cada muestra en
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tubos de ensayo (PIREX®) con sus respectivos reactivos, le llevamos a

bafio maria una vez fuera los llenamos a las cubetas (ISOLAB®), para

ser leidas con el espectrofotometro (BOECO GERMANY®) a 500-

540nm y obtener los valores de Standard, Blanco y Muestra. Se

analizaron las siguientes pruebas: 3!32

Proteinas totales: Los enlaces peptidicos de las proteinas
reaccionan con el ion cuprico, en medio alcalino, para dar un
complejo color violeta con maxima absorcion a 540 nm, cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de proteinas totales
presentes en la muestra.

Valores normales en ratas: 5.94 — 7.97g/dl.

Prueba de albumina: Se usa para medir el nivel de albumina (una
proteina presente en la sangre) y contribuye al diagnostico de la
enfermedad del higado.

Valores normales en ratas: 2.94 — 4.65 gr/dl

Prueba de globulina: Es importante para el funcionamiento del
higado (siendo la Ig las células que se sintetizan dentro de las
células plasmaéticas), coagulacion de la sangre y combate
infecciones. Si estas se encuentran elevadas puede significar
enfermedades inflamatoria cronicas o agudas. Y si estan bajos
puede significar una enfermedad en el higado o rifiones.

Valores normales en ratas: 0.43 —2.41gr/dl
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La bilirrubina: Es una prueba que se basa en funciones secretoras
y excretoras del higado, por lo que es de gran importancia para el
perfil. Es muy util para distinguir disfuncion hepética de biliar
cuando se correlaciona con una historia meticulosa y el examen
fisico. Cuando se encuentra en niveles muy elevados puede
aparecer Ictericia.

Bilirrubina T: Valores normales en ratas: 0.01 — 0.43 gr/dli
Bilirrubina D: Valores normales en ratas: 0.06 gr/dl

GPT: Transaminasa glutamicopiravica. Su mision es la fabricacion
de glucosa. Cuando se encuentra en sangre en niveles muy elevados
significa una alta probabilidad de padecer una enfermedad hepatica.
Valores normales en ratas: 20 — 81 U/L

TGO: Transaminasa glutamicooxalacética. Cuando se encuentra
en sangre en niveles muy elevados significa que ha habido
destruccion celular.

Valores normales en ratas: 39 — 168 U/L

Prueba de fosfatasa alcalina: Se usa para medir el nivel de
fosfatasa alcalina (una enzima) en la sangre. Este examen puede
realizarse para evaluar el funcionamiento del higado y para
detectar lesiones del higado que pueden causar obstruccion
biliar, como tumores o abscesos.

Valores normales en ratas: 72- 220 U/L
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4.4.7. Determinacion del perfil lipidico
4.4.7.1. Determinacion del Colesterol

Fundamento
La colesterol esterasa hidroliza los esteres de colesterol
presentes en la muestra dando colesterol libre y &cidos grasos, en
una posterior oxidacion enziméatica mediante la colesterol
oxidasa se forma se forma H20: y colesterona. El H.O: se valora
por la reaccion Trinder, mediante un cromogeno, fenol 4-
Aminoantipirina, en presencia de Peroxidasa, formando una
quinonimina cuya coloracion, encarnada, es proporcional a la
concentracion de colesterol presente en la muestra. La secuencia
reaccional es la siguiente: 3
1. Esteres del colesterol ~CHE _ Colesterol + acidos grasos
2. Colesterol + O CHOD , Colesten- 3-ona + H20>

—

3. H20; + 4- AF +Aceptor __PQD __, Quinonimina roja

Reactivos Provistos

Standard: Solucion de colesterol 2g/1.

— Enzimas: Viales con colesterol esterasa (CHE), colesterol
oxidasa (CHOD), peroxidasa (POD) y (4-AF).

— Reactivo 4-AF: Sol. de 4-aminofenazona

— Reactivo fenol: Solucién de fenol
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Reactivos no Provistos

Calibrador A Plus provisto separadamente por Wiener lab.

Cuando se emplea la técnica automatica.

Muestra

Suero/plasma

Recoleccién: Se debe obtener de la manera usual

Aditivos: En caso de que la muestra a emplear sea plasma, se
recomienda Unicamente el uso de heparina como anticoagulante

para su obtencién.

Procedimiento

En 3 tubos fotocolorimetro o cubetas espectrofotométricas

marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido), colocar:

B S D
Standard - 10ul -
Muestra - - 10ul
Reactivo de Trabajo 1ml 1ml 1ml

Incubar 5 minutos en bafio maria a 37° C 6 20minutos a

temperatura ambiente (25°C). Leer en espectrofotometro
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(BOECO GERMANY®) a 505nm, llevando el aparato a cero

con el blanco.
Calculos
Colesterol (g/)=D x F

Donde F= 2,00 g/l
S

Conservacion de unidades
Colesterol (g/l) = Colesterol (mg/dl) x 0,01
Colesterol (mmol/I) = Colesterol (g/l) x 2,59
Colesterol (g/l) = Colesterol (mmol/l) x 0,39
Valores normales en ratas: < 200mg/dl

4.4.7.2. Determinacion de Trigliceridos
Fundamento
Los triglicéridos son desdoblados enzimaticamente mediante la
enzima lipoprotéica lipasa, en glicerol y acidos grasos.
El glicerol producido se determina en forma toralmente
enzimatico por medio de una secuencia de reacciones para
formarse el glicerol 1 fosfato, mediante una gliceroquinasa
(GK), el glicerol fosforilado es oxidado mediante la enzima
glicerol fosfato oxidasa (GPO) con produccion de agua
oxigenada la que facilita la copulacion del reactivo de clorofenol
y la 4 amino fenazona, formandose una quinonimina roja. Segun

el siguiente esquema reaccional: 3
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Triglicéridos  lipoproteinlipasa  Glicerol + Acido graso
>

Glicerol + ATP GK Glicerol 1P + ADP

Glicerol -1-P+ 02 _GPO , H0: + Dihidroxiacetona

DHAP + 2H,0; + 4-AF + Clorofenol POD Quinonimina
>

roja

Reactivos

Buffer: Solucién buffer Goods. Conteniendo clorofenol Ph 7.5

Enzimas: Vial conteniendo lipoprotein lipasa, glicero kinasa

Muestra
Suero/plasma

Recoleccion: previo ayuno de 12 a 14 horas, obtener suero o
plasma. Separa de los globulos rojos dentro de las 2 horas de

extraccion.

Aditivos: en caso de emplear plasma, se recomienda el uso de

anticoagulante W o heparina para su obtencion.
Procedimiento

En 3 tubos fotocolorimetro o cubetas espectrofotométricas

marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido), colocar:

B S D

Standard - - 10ul

Muestra - 10ul -
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Reactivo de Trabajo 1ml 1ml 1ml

Mezclar, incubar 10 minutos a 37°C, retirar, enfriar y leer en
espectrofotometro (BOECO GERMANY®) a 505nm, llevar a
cero el instrumento con agua destilada. La reaccion es estable 60
minutos.

Calculos

Corregir las lecturas con el Blanco y emplear las lecturas
corregidas para los calculos

TGg/l=DxF

Factor = 2, 00 g/l
S

Valores normales en ratas: <150 mg/dI
4.4.7.3. Determinacion de HDL

Fundamento

Es un método homogéneo que emplea dos reactivos. En la
primera etapa de la reaccién, se solubiliza y consume el
colesterol libre o unido a proteinas distintas de la HDL en una
reaccion que involucra a colesterol oxidasa (CHO), peroxidasa
(POD) y  N-etil-N-(2-hidroxi-3-sul-fopropil)-3—toluidina
disédica (TOOS) dando lugar a un producto no coloreado. En
una segunda etapa, un detergente solubiliza especificamente las

HDL. El HDL —colesterol es liberado para reaccionar con
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colesterol esterasa (CHE), colesterol oxidasa 'y TOOS, dando un
producto coloreado: *3

LDL, VLDL, quilomicrones TOOS productos incoloros de
>

CHO LDL, VLDL y quilomicrones

HDL —colesterol detergente . HDL solubilizada
HDL —colesterol CHO _, colest-4-en-3-ona + H20;

CHE

H.02+ TOOS + 4-AA __POD desarrollo de color
Reactivos

Reactivo A: solucién de colesterol oxidasa (< 1000 U/I),
peroxidasa (<1300 U/l) y N-etil-N-(2-hidroxi-3-sul-fopropil) —
3-toluidina  disodica (TOOS) (< 1mM), en buffer de Good,
con estabilizante y conservante apropiados.

Reactivo B: solucion de detergente (<2%), colesterol esterasa (<
1500 U/l) y 4-aminoantipirina (4-AAP) (< 1mM), en buffer de
Good, con estabilizante y conservante apropiados.

Reactivos no provistos

Agua destilada

Muestra

Suero/plasma

Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual

Aditivos: heparina 0 EDTA cuando se utilice plasma como

muestra.
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Procedimiento

En 3 tubos fotocolorimetro o cubetas espectrofotomeétricas,

colocar:
Muestra o calibrador 3ul
Reactivo A 300 ul

Incubacién durante 5 minutos a 37° C. Letra de absorbancia a

505nm (Blanco de Muestra).

Reactivo B 100 ul

Incubacién 5 minutos a 37° C. Lectura del resultado a 505nm
(concentracion de HDL —colesterol).

Célculos

— Con calibrador:

(A) Muestra )
X (Conc. Calibrador)=mg/dL HDL c en la
(B) Calibrador

— Con factor:

(A) Muestra x 320 = mg/dL HDLc en la muestra

Valores normales en ratas: > 40mg/dl
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4.5. Plan de andlisis.

Los resultados se presentaron segun datos estadisticos descriptivos en tablas con

presentacion ANOVA.

4.6. Matriz de consistencia.
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TiTULO DE
LA
INVESTIGA
CION

FORMULACI
ON DEL
PROBLEMA

Actividad (Tendra

Hepatoprotect |actividad

ora del hepatoprotector
extracto a el extracto
etanolico  de etanodlico de
Schkuhria Schkuhria
pinnata pinnata

(Canchalagua)  (Canchalagua)

en Rattus | con intoxicacion
rattus var hepatica
albinus ~ con inducida  por
intoxicacion  tetracloruro de
hepatica carbono?
inducida por

tetracloruro de

carbono.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar  la  actividad
hepatoprotectora del extracto
etanolico de Schkuhria pinnata
(Canchalagua) en Rattus rattus
var albinus con intoxicacion
hepatica inducida por
tetracloruro de carbono.
Objetivo especifico:
Determinar el {ndice Hepatico
y porcentaje de incremento del
volumen de tejido hepatico

segun grupo de tratamiento.

Evaluar el cambio ponderal de
pesos de higados en Rattus
rattus var. albinus después del

tratamiento.

HIPOTESIS

Hipotesis Nula: El
extracto etanodlico
de Schkuhria
pinnata
(Canchalagua) no
tiene actividad
hepatoprotectora en
intoxicacion
hepatica inducida
por tetracloruro de

carbono en Rattus

rattus var. albinus.
Hipotesis
Alternativa: El

extracto etandlico
de Schkuhria

pinnata
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TIPO DE
VARIABLES @ INVESTI
GACION
Variable
dependiente:
Actividad
hepatoprotector
a
Variable Estudio de
independiente: tipo
Concentracion  Experimen
elaborada a base tal
de extracto
etanolico
Schkuhria
Pinnata

(Canchalagua)

DISENO DE
INVESTIGA
CION

El estudio es
de

cuantitativo,

enfoque

de tipo bésico,
con un nivel
explicativo, de
disefio
experimental
(grupos:
blanco, control
y grupo
experimental).

POBLACION Y MUESTRA

Poblacién Vegetal

Conjunto de planta entera (flores,
hojas y tallos) de Schkuhria
pinnata (Canchalagua) en buen
estado vegetativo. Proveniente del
distrito de Quiches, provincia
Sihuas, ciudad de Jocoshamba.
Muestra Vegetal

Se emplearon aproximadamente
2kg de planta entera (flores, hojas
y tallos) Schkuhria pinnata, luego
seran secadas y pulverizadas
aprox. 100g que serd utilizado
para el extracto etanolico.
Poblacidn bioldgica

Conjunto de Rattus rattus var.
albinus, sexo macho, procedentes

del Bioterio de la Universidad




Determinar  la  actividad
hepatoprotectora del extracto
etanolico Schkuhria Pinnata
en dosis de 200mg/kg/pc sobre
valores medios del perfil
hepatico: Proteina T,
Albumina, Globulina,
Bilirrubina T, Bilirrubina D,
TGP, TGO y F. Alcalina en
Rattus rattus var. albinus con
intoxicacion hepatica inducida

por tetracloruro de carbono.

Determinar los cambios de los
valores del perfil lipidico:
Colesterol, triglicéridos y HDL
con intoxicacién hepatica
inducida por tetracloruro de
carbono en Rattus rattus var.

albinus.

(Canchalagua)
tiene actividad
hepatoprotectora en
intoxicacion
hepatica inducida
por tetracloruro de
carbono en Rattus

rattus var. albinus.

Catolica los Angeles de Chimbote,
en buen estado de salud.

Muestra bioldgica

Se utilizd 16 especimenes de
Rattus rattus var. albinus, con un
peso entre 180 y 280g con
alimento y agua ad libitum, fueron
controladas a temperatura de 25 +
1°C, humedad relativa de 81 + 5%
y en el fotoperiodo de 12h de luzy
12h de oscuridad (06am — 06pm),
por un periodo de adaptacion de
15 dias. Organizados en 4 grupos
experimentales de 4 ratas por
grupo: control negativo, control
positivo (CCly), control
tratamiento Silimarina, control
extracto  etandlico  Schkuhria

pinnata.
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4.7. Principios éticos
Este presente codigo establece los principios y valores éticos que guien las buenas
practicas y conducta responsable de los estudiantes, graduados y docentes.
En la base legal la Ley N° 30806, modifica diversos articulos de la Ley 28303,
Ley marco de ciencia, tecnologia e innovacion. La Ley 28613, Ley del Consejo
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnoldgica. La resolucion de
presidencia N° 198-2017-CONCYTEC-P tiene el reglamento de calificacion y
registro de Investigadores en Ciencia y Tecnologia.
Principios éticos que orientan la Investigacion
En las investigaciones en las que se trabaja con el cuidado del medio ambiente y
la biodiversidad, se deben respetar la dignidad de los animales y el cuidado del
medio ambiente incluido las plantas, por encima de los fines cientificos.
Beneficencia no maleficencia, la conducta del investigador debe responder a las
siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los posibles efectos
adversos y maximizar los beneficios.
Integridad cientifica, el investigador debera mantener la integridad cientifica al
declarar los conflictos de interés que pudieran afectar el curso de un estudio o la

comunicacion de sus resultados.3*
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V. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS

TABLA 1. indice Hepatico (IH) y porcentaje de incremento del volumen de tejido

hepatico segun grupo de tratamiento.

Grupos IH* (%) % de Incremento
Blanco 4.00 +£0.03 -
Tetracloruro 4.79 £0.49 19.7
Silimarina + Tetracloruro  4.18 £ 0.61 4.34

Extracto etandlico de
Schkuhria Pinnata + 452 +0.84 1.63

Tetracloruro

Fuente: Datos propios de la investigacion
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TABLA 2. Cambio ponderal de pesos de higados en Rattus rattus var. albinus después

del tratamiento.

Peso corporal de la rata Pesos promedio de
GRUPOS ; higado de Rattus
N° Antes del Después del
EXPERIMENTALES ) ) rattus var. albinus
tratamiento  tratamiento
ds
Media Media
BLANCO 4 192.38 192.38 7.7+0.1
CONTROL
4 246.45 251.63 119+1.2
POSITIVO (CCLy4)
SILIMARINA100mg 4 262.73 266.75 10.8+0.2
SCHKUHRIA
4 283.85 286.38 11.0+1.0

PINNATA 200 mg

Fuente: Datos propios de la investigacion

d.s: Desviacion Estandar
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TABLA 3. Actividad hepatoprotectora del extracto etanolico Schkuhria Pinnata en

dosis de 200mg/kg/pc sobre valores medios del perfil hepatico en Rattus rattus var.

albinus con intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono.

Perfil
Hepatico Tratamiento Media D.E % Var
Blanco 6.3 0.35 0.0
Proteina T  Tetracloruro de carbono (CCl,) 4.8 0.4 -24.2
gr/di CCl, + Silimarina 6.4 2.1 0.4
CCly + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 7.2 1.0 13.1
Blanco 3.1 0.3 0.0
Albumina  Tetracloruro de carbono (CCls) 3.4 0.8 7.9
gr/dl CCly + Silimarina 3.7 0.5 18.9
CCly + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 3.3 0.1 6.0
Blanco 1.9 0.3 0.0
Globulina  Tetracloruro de carbono (CCly) 2.3 0.4 24.3
gr/dl CCly + Silimarina 1.6 0.9 -11.4
CCl4 + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 3.0 0.2 59.5
Blanco 0.6 0.7 0.0
Bilirrubina  Tetracloruro de carbono (CCla) 1.3 1.1 1355
gr-;dl CCl, + Silimarina 0.9 0.7 59.2
CCl4 + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 0.6 1.0 10.1
Blanco 0.05 0.02 0.0
Bilirrubina  Tetracloruro de carbono (CCla) 0.08 0.03 60
gr[/’ | CCla+ Silimarina 0.04 0.03 20
CCl4 + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 0.06 0.06 20
Blanco 74.5 7.0 0.0
TGP Tetracloruro de carbono (CCla) 97.7 9.0 31.2
U/L CCly + Silimarina 7.7 14.5 4.3
CCl, + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 75.7 2.1 1.7
Blanco 108.1 67.8 0.0
TGO Tetracloruro de carbono (CCl.) 168.7 211.6 56.0
U/L CCl, + Silimarina 84.3 73.6 -22.0
CCl, + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 139.3 139.8 28.9
Blanco 192.5 167.6 0.0
F. Alcalina Tetracloruro de carbono (CCl.) 250.2 33.6 30.0
u/L CCl,4 + Silimarina 223.1 68.9 15.9
CCl, + Extracto etandlico Schkuhria pinnata 216.0 140 12.2

Fuente: Datos propios de la investigacion
D.E: Desviacion estandar

%Var: Porcentaje de variacion
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Tabla 4. Cambios de los valores del perfil lipidico: Colesterol, triglicéridos y HDL con

intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono en Rattus rattus var. albinus.

Perfil ) ]
Lipidico Tratamiento Media D.E % Var
Blanco 185.3 13.1 0
Tetracloruro de carbono (CCls)  205.0 4.4 10.61
Colesterol e
mo/dl CCl4 + Silimarina B 172.3 34.3 -7.01
CCl4 + Extracto etandlico 188.0 14.6 1.44
Schkuhria pinnata
Blanco 137 18.1 0
o Tetracloruro de carbono (CCls)  160.0 15.9 16.79
Tr'g"cle(L'dos CCl, + Silimarina 146.0 9.0 6.57
md CCl4 + Extracto etandlico 139 31.3 1.22
Schkuhria pinnata
Blanco 41 9.8 0
HDL Tetracloruro de carbono (CClas) 52 5 26.83
ma/dl CCl4 + Silimarina 41.7 3.8 1.7
CCl4 + Extracto etandlico 40.0 2.5 -2.4

Schkuhria pinnata

Fuente: Datos propios de la investigacion
D.E: Desviacion estandar

%Var: Porcentaje de variacion
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5.2. ANALISIS DE RESULTADO

De acuerdo a la tabla 1, Se observé que en el grupo Il con administracion de CClas
40% el porcentaje del higado incremento dando un valor significativo de (p> 0,05).
En el grupo I11, tratamiento con Silimarina + CCIl4 40% se observo una disminucion
en el porcentaje del higado indicando que fue menor que el grupo I1. En el grupo 1V,
tratamiento con extracto etandlico de Schkuhria Pinnata a concentracion de
200mg/Kg/dia se observo un menor indice hepético llegando a igualar a los niveles
del grupo | (control negativo), que también presenta un valor significativo de (p>
0,05). Segun Huaman O., et al en su estudio nos dice que el higado compensa hasta
cierto punto las acciones nocivas de diversos compuestos, entre ellos el CCls4, capaz
de generar lesiones hepaticas iniciales, sin embargo cuando la reserva funcional del
higado decae se origina un dafio hepatico secundario poniendo en peligro la vida. La
produccion de radicales ocurre como un subproducto del metabolismo oxidativo
celular en el higado, este metabolismo aumenta con la ingestion de alimentos toxicos
(medicamentos, bebidas alcohdlicas, sustancias quimicas industriales) o cualquier
otro agente capaz de provocar estrés oxidativo.®® Por otro lado Favari L., et al en su
estudio nos comenta que la administracion de sustancias con propiedades
antioxidantes podria evitar o disminuir el efecto téxico de la mencionado agente
nocivo. El dafio a nivel hepatico puede ser evaluado de diversas formas, una de ellas
lo constituye la mediacion de la actividad sérica de enzimas hepaticas.®® Landa C,
en su estudio realiz6 un tamizaje fitoquimico de la planta Schkuhria pinnata
determinando la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides que
tienen capacidad antioxidante que son capaces de reducir radicales libres, impidiendo

las reacciones catalizadoras de los radicales libres, también puede inhibir la per
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oxidacion lipidica estos metabolitos encontrados cumplen como funcion proteger o
regenerar ante un dafio hepatico por agentes téxicos. 3’

De acuerdo a la tabla 2, se observo el cambio ponderal de pesos de higado en ratas
(Rattus rattus var. albinus) del control positivo (CCls 40%) dando un valor de 11.9¢
indicando que es el valor més alto, en relacién con los dos grupos de tratamiento:
extracto etanolico de Schkuhria Pinnata de 200mg y Silimarina de 100mg, se observo
un ligera disminucion dando un valor de 11.0g y 10.8g. El grupo | (Blanco) el cambio
ponderal de peso de higado fue de nivel mas bajo indicando un valor de 7.7g. Esto
quiere decir que la administracién del tetracloruro de carbono (CCls40%) influy6 en
los pesos de higado en las ratas, promoviendo un descenso con relacion al peso basal
principalmente a las ratas del grupo | del control negativo. Hafari R., et al. En su
estudio experimental con ratones menciona gque el CCls se metaboliza activamente
por el citocromo P450 al radical triclorometilo, iniciando la lipoperoxidacion celular,
causando dafio hepatico. Por ello, se considera al estrés oxidativo como el principal
mecanismo molecular involucrado en la toxicidad por CCls, la cual tiene el rol de
activar las células Kupffer en la fibrosis hepatica inicial inducida por este agente.
Ademas indica que el tetracloruro de carbono provoca esteatosis (higado graso),
acumulacidn de grasa, que tiende principalmente a ser centrilobular, en oposicion a
una localizacion periportal en proceso, como cirrosis biliar u obstruccion biliar, la

cual lleva a una involucracion por el aumento de pesos de higado en las ratas. 8

De acuerdo a la tabla 3. Se observd los valores medios del perfil hepatico realizadas
segun grupo de tratamiento; en el grupo Il (Silimarina 100mg + CCls 40%) se
especificaron los resultados de las pruebas de Proteina T. (6.4 = 2.1) con un
porcentaje de variacion 0.4%, Albumina (3.7 + 0.5) con un porcentaje de variacion

18.9%, Globulina (1.6 + 0.9), Bilirrubina D. (0.04 + 0.03) y TGO (84.3 +73.6); TGP
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(77.7 £ 14.5) con un porcentaje de variacion 4.3%, en donde no se observaron
cambios significativos alcanzando asi los valores del Grupo | (Negativo). Y en las
pruebas de Bilirrubina T y Fosfatasa alcalina se observo un ligero aumento de (0.9 £
0.7) con un porcentaje de variacion 59.2% y (223.1 £ 68.9) con un porcentaje de
variacion 15.9%. Con respecto al grupo IV de tratamiento (extracto etanolico de
Schkuhria Pinnata de 200mg + CCls 40%), se observo un aumento en las pruebas de
Globulina (3.0 £ 0.2) con un porcentaje de variacién 59.5% vy Bilirrubina T (0.6 £
1.0) con un porcentaje de variacion 10.1 %. Y en las pruebas de Proteina T. (7.2 £
1.0) con un porcentaje de variacion 13.1%, Albumina (3.3+ 0.1) con un porcentaje
de variacion 6.0%, TGP (75.7 + 2.1) con un porcentaje de variacion 1.7%, TGO
(139.3 £ 139.8) con un porcentaje de variacion 28.9 % y F. Alcalina (216.0 £ 14.0)
con un porcentaje de variacion 12.2 %, no se observaron cambios significativos,
indicando que este tratamiento de 200mg/kg/dia mejoraron estos desniveles.
También se evidencid el efecto hepatotdxico causado por el tetracloruro de carbono
(CCl4 40%) en Rattus rattus var. albinus luego de administrar 0.7ml durante 7 dias,
haciendo que aumenten los niveles de Bilirrubina T, Bilirrubina D, TGP, TGO y

Fosfatasa alcalina; y redujo la Proteina T.

Esto es debido a que el tetracloruro de carbono (CCl4) es un hepatotdxico que se
metaboliza activamente por el citocromo P450 al radical triclorometilo, el cual inicia
la lipoperoxidacion celular y dafio irreversible en el hepatocito, ocasionando dafio
hepatico haciendo que los niveles se alteren; el tetracloruro puede ejercer su accion
nociva en el organismo a través de la generacion de radicales libres, los que puedan
dafar a las proteinas, lipidos y acidos nucleicos como consecuencia de ello produce
dafio en membranas celulares, necrosis y dafio hepatico en general. Segun Arce F.,

Magafio M. En su estudio hepatoprotector con rattus novergicus nos explica que los
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radicales libres de oxigeno son compuestos quimicos que se caracterizan por tener
uno o0 mas electrones desapareados, puede formarse intracelularmente en los
peroxisomas, en la cadena trasportadora de electrones durante la fagocitosis, la auto
oxidacion o como consecuencia la interaccion de metales de transicion (hierro, cobre
con ascorbato o perdxido de hidrogeno). Esto explica que los niveles de TGPy TGO

se incrementaron con la administracion del tetracloruro de carbono.3®

En cuanto a los valores con el tratamiento del extracto etanolico de Schkuhria pinnata
de 200mg (Canchalagua) se puede observar que lo estandares estan dentro de lo

normal siendo significativo con respecto al grupo control negativo (p<0,05).

Segun Purizaca K., Condori L. En su estudio etnobotanico tienen el uso en
infusiones para enfermedades relacionadas con problemas hepaticos, se ha reportado
actividad antiinflamatoria (por la presencia de sesquiterpenos), actividad
antioxidante (por la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos). La funcién de
los antioxidantes como vitaminas E, C o acido lipoico en modelos de animales
demostro efectos beneficiosos sobre la reduccion del estrés oxidativo y la proteccion
de las estructuras en el tejido hepéatico frente a este dafio.*° La planta Schkuhria
pinnata demostrd tener capacidad antioxidante porgue se encontré metabolitos como
compuestos polifendlicos (en hojas y tallos) que tiene como propiedad benéfica en la
activacion de los sistemas de detoxificacion hepéaticos y blogueo de las vias
metabolicas que pueden ocasionar carcinogénesis; flavonoides y compuestos
fenolicos (en hojas y flores) mediante un extracto etandélico, infusion o decocto. La
capacidad antioxidante se debe a la presencia de flavonoides y compuesto fendlicos,
las cuales tienen un papel importante en neutralizar o reducir los radicales libres a
nivel celular o hepatico como también inhibir la per oxidacion lipidica. Que cumplen

como funcidn proteger o regenerar ante un dafio hepatico por agentes toxicos. 4°
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De acuerdo a la tabla 4. Se observo los valores medios del perfil lipidico realizadas
segun grupo de tratamiento, el grupo Il (control con CCls) se observéd que en las
pruebas de colesterol, triglicéridos y HDL tuvo un aumento significativo. En el grupo
I11 (Silimarina 100mg + CCl440%), la prueba de colesterol, triglicéridos y HDL; no
demostraron cambios significativos alcanzando asi los valores del Grupo | (Blanco).
Y el grupo IV (Extracto etanolico Schkuhria pinnata 200mg + CCls 40%), se puede
observar especificamente que en las pruebas de colesterol (188.0+14.6) con un
porcentaje de variacion 1.44%, triglicéridos (139+ 31.3) con un porcentaje de
variacion 1.22% y HDL (40 £ 2.5), no tuvieron cambios significativos, por lo tanto
se mostrd la mejoria de estos niveles. Por altimo el grupo | (control negativo) es
significativa (P < 0.05). Segun la dosis de Schkuhria pinnata a 200mg/kg/dia que se
les administro a las ratas fue mas eficiente en disminuir los niveles de colesterol,

triglicéridos y HDL.

Segln Osorio D, en su estudio con la familia Asteraceae nos dice que desde el punto
de vista farmacoldgico los compuestos fendlicos han mostrado diferentes
actividades, entre las cuales tenemos: colerética (estimulante de la secrecion biliar),
tal es el caso especifico de la cinarina que ayuda a estimular la secrecién biliar en
ratas e in vitro funciona como protector de hepatocitos de rata, ademas reduce los
niveles de colesterol en ratas, presenta una accion antioxidante (cultivos de
hepatocitos) y reduce los niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos en

humanos. 4

Ancalla L, Uriarte L. En su estudio explica que la reduccion de los triglicéridos es
que al estar en el intestino delgado y ser metabolizado, son degradados por la enzima
lipasa pancreética en dos acidos grasos y una molécula de monogliceraldehidos, estas

moléculas al estar en un pH bésico se ionizan, al estar en estado ionizado y frente a
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la presencia de fibra soluble, son atrapados por esta, dificultando su absorcion por las

células del parénquima intestinal.#2

Segln Machaca R, Quispe A. y Carrera K, De la Cruz L. EI CCI4 tiene un alto
coeficiente de particion sangre/aire y aceite/agua; debido a su liposolubilidad
atraviesa facilmente las membranas biologicas. Una vez absorbido se distribuye
ampliamente en los tejidos siendo su concentracion mayor en tejido adiposo: meédula
0sea e higado. No existe correlacion entre la concentracion de CCl4 que se encuentra
en un tejido dado y el efecto toxico del mismo en ese 6rgano, los cuales pudieran
estar contrarrestando el estrés oxidativo, la per oxidacion lipidica y los cambios
moleculares en el tejido hepatico, provocados por el CCl4. Como dato importante es
que los radicales libres también dafian las membranas de nuestras células, Ilegando a
destruir y mutar su informacion genética, facilitando asi el camino para que se
desarrollen diversos tipos de enfermedades, como el cancer y algunas enfermedades
degenerativas. Su accién esta ligada también al dafio causado en las arterias por la
oxidacion del colesterol LDL o colesterol bueno, lo que aumenta el riesgo de

enfermedades cardiovasculares. 4344
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VI.

CONCLUSIONES:

1. El extracto etandlico de Schkuhria pinnata (Canchalagua) a dosis de

200mg/kg/pc ha demostrado tener efecto hepatoprotector frente a una

intoxicacion hepatica inducida por tetracloruro de carbono.

El indice hepéatico y porcentaje de incremento del volumen de tejido
hepatico seglin grupo de tratamiento, se observo al indice Hepético del
grupo IV (extracto etandlico de Schkuhria pinnata 200mg + CCls 40%),
dando un valor significativo de 4.52 + 0.84, referente al Grupo IlI
(Silimarina 100mg) y Grupo | (Blanco). Y el incremento del volumen de
tejido hepatico del grupo IV (extracto etandlico de Schkuhria pinnata
200mg + CCl4 40%) fue 1.63%, donde se evidencia menos dafio hepético y
una recuperacion a nivel del higado. Mientras que en el grupo 11 (CCls 40%)

se observo dafio hepatico e incremento del tejido hepéatico con 19.7%.

. El cambio ponderal de pesos de higados en Rattus rattus var. albinus

después del tratamiento; se evidencia un aumento del tamafo del higado en
el grupo Il control positivo con tetracloruro de carbono (CCls 40%) de un
valor de 11.9g. Y el grupo IV control con extracto etanélico de Schkuhria
pinnata 200mg, se observo una disminucién del tamafio del higado con un
valor de 11.0g.

La actividad hepatoprotectora del extracto etandlico de Schkuhria pinnata
en dosis de 200mg/kg/pc sobre valores medios del perfil hepético: Proteina
T, Albumina, Globulina, Bilirrubina T, Bilirrubina D, TGP, TGO y F.
Alcalina en Rattus rattus var. albinus con intoxicacion hepatica inducida
por tetracloruro de carbono. Se observo un aumento en el grupo IV control

con (extracto etandlico de Schkuhria Pinnata de 200mg + CCls 40%), en los
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valores medios de Globulina y Bilirrubina T. Y en donde no se observaron
cambios significativos fueron en los valores medios de Proteina T.,
Albumina, TGP, TGO y F. Alcalina, indicando una mejoria de estos
desniveles.

Los cambios de los valores del perfil lipidico: Colesterol, triglicéridos y
HDL con intoxicaciéon hepatica inducida por tetracloruro de carbono en
Rattus rattus var. albinus. En el grupo 1V (Extracto etanolico Schkuhria
pinnata 200mg + CCls 40%), se mostro una mejoria de estos niveles en
colesterol, triglicéridos y HDL, indicando asi que la dosis de Schkuhria

pinnata a 200mg/kg/dia fue mas eficiente en disminuir estos niveles.
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CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE LA PLANTA CANCHALAGUA

JHuT .\) Herbarium Truxillense (HUT)

ANEXO 01

“Schkuhria Pinnata”

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

Conatancia N 65 ~ 2017- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUWJILLO,

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

Division :  Anglospermae

Clane ; Dicotyledoneas
Subclase :  Archychlamydeae
Orden Astoralos

Familia Asteracoan

Género : Schkuhria
Especio ; 8. pinnata (Lam.) Kuntze ex Thell.

Muestra alcanzada n oste despacho por BETSI KENIA BALOIS BONIFACIO,
Idantificado con DNI N* 74750877, con domiailio legal Psje. Italia 110 Mz, E1 LL 5.
Colshco; oestudiante procedente de Ia Universidad Catdlica los Anooloa do
Chimbote, ouya determinacion taxondmica sorvird para la para la realizacidon del
proyecto de investigacion para optar ol grado de Bachillor; “Actividad
Hepatoprotectora del extracto acuoso de Schkuhria pinnata on Rattus rattus var.
albinus con intoxicacién hepatica inducida por Paracetamol *

Se explde In presente Constancia a sollcitud de la parte interesada para los fines
que hublera lugar,

Trujillo, 14 do Julio del 2017
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ANEXO 02

ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 2: Cortar la planta
Canchalagua en  partes

pequefas para la trituracion.

Imagen 3: Pulverizar la planta

Canchalagua con ayuda de una

Imagen 4: Preparacion de alcohol

licuadora hasta que quede polvo.
al 80° en una Fiola de 500 mL, para

la maceracion.
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Imagen 5: Pesar lo pulverizado Imagen 6: Agregar 400mL de alcohol de 80°
en la balanza hasta 100g para la al pulverizado de 100 g.

maceracion.

Imagen 8: Colocar los 20 mL del filtrado en el
Imagen 7: Filirar lo macerado rotavapor por 2 horas para obtener una muestra
hasta obtener 20 mL de muestra. semi solida, la cual se obtuvo 18 mL.
Imagen 9: La muestra semi solida
obtenida del rotavapor se le coloco
en un tubo falcén, luego se pesé la
muestra y se aforro con papel
aluminio  para  guardar a

refrigeracion hasta el uso.
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ANEXO 03

EJECUCION PARA LA ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

Imagen 1: Preparacion y Imagen 2: Preparacion del
pesado del extracto etandlico CCly

Schkuhria Pinnata.

Imagen 4: Pesos de ratas
Imagen 3: Preparacion de (Rattus rattus var. albinus).
Silimarina
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Imagen 5: Administracion por
via orogastrica (sonda
orogastrica)

Imagen 6: Extraccion de sangre

Imagen 7: Extraccion del higado Imagen 8: Pesos de higados
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Imagen 9: Comparacién de higados tratados segun grupo de tratamiento

BLANCO CCls40%

Extracto: Silimarina
Schkuhria

Pinnata 200 mg 100mg
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ANEXO 04

EJECUCION PARA LA DTERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

Imagen 1: La muestra de sangre se
extrajo de las ratas de
experimentacion de cada grupo,
posteriormente fueron agregas al
tubo con anticoagulante (BD

Vacutainer® - Tapa roja).
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Imagen 2: Las muestras de sangre
fueron centrifugadas por 5 minutos

para obtener el suero/plasma

Imagen 3. Se wusé 2ml de
suero/plasma de cada grupo de
experimentacion,  posteriormente
fueron agregadas en tubos de ensayo
y luego se llevé a bafio maria, por
altimo se les agrego los reactivos
correspondientes a cada grupo y
separarlos en grupos: Estandar,

Muestra y Blanco.




Imagen 6 y 7: Las -cubetitas
(ISOLAB®) llenas con sus
respectivas muestras, fueron leidas
por el espectrofotometro (BOECO
GERMANY®) a 500 - 540nm para
obtener los valores de Standard,
Blanco y Muestra, finalmente
apuntar los datos para hacer los

calculos correspondientes.
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Imagen 4y 5: Con la ayuda de micro
pipetas se agregd 10 ul aprox. a cada
(ISOLAB®) de sus

respectivos grupos experimentales,

cubetita

separandoles por grupo: Blanco
Muestra y Standar para

posteriormente ser leidas.




