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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacién fue comprobar el efecto hepatoprotector
del extracto etandlico de la Brassica Oleracea L. (Col Morada) en ratas con dafio
hepatico inducido con tetracloruro de carbono. La metodologia aplicada fue de
tipo experimental y aplicada. La poblacion de estudio estuvo constituida por 30
ratas, agrupados en 6 grupos (5 ratas para control negativo, 5 ratas para control
positivo sin tratamiento, 5 ratas con tratamiento de Silimarina, 5 ratas con
tratamiento de extracto al 500 mg/kg, 5 ratas con tratamiento con extracto al 1000
mg/kg y 5 ratas para tratamiento con extracto al 2000 mg/kg). Como resultado
tenemos que la concentracion de 1000mg/kg fue la que demostré tener mayor
efecto hepatoprotector, y a la comparacion con la Silimarina, de igualmente se
evidencia que la concentracion de 1000mg/kg del extracto etandlico de Brassica
Oleracea L. (Col Morada) fue mas efectiva. En el analisis histolégico se visualizé
que hubo mayor dafio hepatico en el grupo de tetracloruro de carbono (CCl4) a
diferencia del grupo de CCI4 + extracto 1000mg/Kg y el grupo de Silimarina
donde se observd un parénquima hepatico mas conservado. Finalmente, se
concluye que existe un efecto hepatoprotector del extracto etandlico de la Col

Morada frente al dafio hepatico inducido en ratas.

Palabras Clave: Efecto hepatoprotector, Brassica Oleracea, Col Morada, Dafio

hepatico
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to verify the hepatoprotective effect
of the ethanol extract of Brassica Oleracea L. (Col Morada) in rats with hepatic
damage induced with carbon tetrachloride. The methodology applied was
experimental and applied. The study population consisted of 30 rats, grouped into
6 groups (5 rats for negative control, 5 rats for positive control without treatment,
5 rats with silymarin treatment, 5 rats with 500 mg / kg extract treatment, 5 rats
with treatment with 1000 mg / kg extract and 5 rats for treatment with 2000 mg /
kg extract). As a result we have that the concentration of 1000mg / kg was the
one that proved to have the greatest hepatoprotective effect, and compared to
Silymarin, it is also evident that the concentration of 1000mg / kg of the ethanolic
extract of Brassica Oleracea L. (Col Morada) was more effective The histological
analysis showed that there was greater liver damage in the carbon tetrachloride
(CCl4) group, unlike the CCl4 + 1000mg / Kg extract group and the Silymarin
group where a more conserved liver parenchyma was observed. Finally, it is
concluded that there is a hepatoprotective effect of the ethanol extract of Col

Morada against liver damage induced in rats.

Keywords: Hepatoprotective effect, Brassica Oleracea, Purple cabbage, Liver

damage
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INTRODUCCION

El higado es un 6rgano de suma importancia en nuestras vidas, ya que se
encarga de una gran variedad de funciones, entre las mas resaltantes se
encuentran la produccién de bilis que luego es segregada en el intestino para la
digestién de grasas, almacenamiento de glucosa en glucégeno como reserva
energética, purificacion de sustancias dafiinas y farmacos en nuestra sangre y
ser participante activo en los metabolismos de lipidos, carbohidratos y proteinas.
Por lo que una enfermedad en este 6rgano es de importancia sanitaria y dado
que en el dia a dia estamos propensos al estrés y a diferentes patdbgenos que
pueden afectar al higado, es fundamental la busqueda de nuevos métodos para
la proteccion de este érgano.

Los extractos obtenidos de plantas y dependiendo sus caracteristicas contienen
una serie de metabolitos secundarios como taninos, alcaloides, compuestos
fendlicos, esteroides, flavonoides y otros mas, siendo los flavonoides los que han
demostrado tener un gran efecto antioxidante por su capacidad de eliminar los
radicales libres de nuestro sistema, de los que se han demostrado son causantes
de una gran cantidad de enfermedades, entre ellas las afecciones hepaticas.
Las plantas medicinales a diferencia de los farmacos sintetizados en el
laboratorio tienen una gran ventaja, estos no se acumulan en el organismo y
tienen efectos secundarios limitados, claro esta que se tienen que realizar los
estudios necesarios para garantizar lo anteriormente dicho y encontrar nuevos
principios activos.

Esta investigacion fue realizada con el fin de evaluar el efecto hepatoprotector
de la “Brassica Olearacea L.” también llamada col morada que presenta una gran
diversidad de metabolitos secundarios destacando los flavonoides. Por otra
parte, el ambito profesional el interés esta relacionado en conocer sustancias de
origen natural con beneficios terapéuticos pues hoy en dia es de gran
importancia para las ciencias farmacéuticas por su potencial terapéutico,
industrial y comercial.’

En el presente estudio se utilizé una metodologia experimental preclinica, in vivo,
del tipo aplicada, prospectiva, transversal orientada al estudio de indicadores

bioquimico (perfil hepatico). La técnica utilizada para la recoleccion de datos fue
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la observacional, de tipo sistematizada controlada, y el instrumento utilizado fue
la ficha de observaciéon AD-HOC que se basaba en los valores establecidos en

esta investigacion.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

El higado es la glandula anexa mas importante del aparato digestivo, encargado
de metabolizar sustancias quimicas que consumimos diariamente.? El dafio
hepatico es producido por diferentes mecanismos, lo que acrecienta la incidencia

de enfermedades hepatica.?

Las enfermedades hepaticas cronicas como la cirrosis, forman parte de un de
las causas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial, siendo resultado en mayor
porcentaje del consumo crénico de alcohol, ademas de las enfermedades virales
cronicas como la hepatitis. En el Peru, se ha convertido en la quinta causa de

mortalidad y suele manifestarse entre los 30 a 59 afios de edad.?

En la actualidad la mayoria de las terapias de enfermedades hepaticas estan
dirigidas a ayudar a las células danadas del higado, mediante el suministro de
agentes considerados como hepatoprotectores. Estos contrarrestan las
alteraciones en los mecanismos de defensa antirradicalarios en el higado. Es
indiscutible el beneficio que con lleva a la salud humana el mantener una dieta
elevada en frutas y verduras, beneficios que se atribuyen principalmente al poder
antioxidante de los nutrientes y fotoquimicos ya que contienen una alta cantidad
de compuestos fendlicos, que pueden ejercer efectos benéficos en aquellas

enfermedades que estan relacionadas con el estrés oxidativo.

Se tiene conocimiento que las plantas tienen propiedades terapéuticas siendo
importante para el tratamiento de enfermedades a nivel mundial. Por este motivo
surge la necesidad de estudiarlas aplicando el método cientifico con el fin de
respaldar el conocimiento ancestral de sus propiedades terapéuticas, asi como
investigar nuevas aplicaciones. La Brassica Oleracea L. (Col Morada), es una
planta originaria de Europa, introducida en el Peru, es comunmente utilizada para
la alimentacién posee Flavonoides en gran concentracion, lo cual se le atribuye

propiedades antioxidantes y entre otras propiedades beneficiosas para la salud.’
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1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.21. Problema general.
¢ Cual es el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) en dafio hepatico inducido con tetracloruro de
carbono en ratas?

1.2.2. Problemas especificos.

1. ¢ Qué metabolitos presenta el extracto etandlico de la Brassica oleracea
L. (Col Morada)?

2. ¢Cual es la concentracion del extracto etandlico de la Brassica oleracea
L. (Col Morada) que presenta efecto hepatoprotector en ratas con dafio
hepatico inducido con tetracloruro de carbono?

3. ¢ Cual es el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de la Brassica

oleracea L. (Col Morada) en comparacion con la Silimarina en ratas con

dafio hepatico inducido con tetracloruro de carbono?

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. Objetivo general.
Determinar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de la

Brassica oleracea L. (Col Morada) en ratas con dafio hepatico

inducido con tetracloruro de carbono.
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1.3.2.

Objetivos especificos.

1. Identificar algunos metabolitos en el extracto etandlico de la

Brassica oleracea L. (Col Morada) en ratas.

2. Determinar la concentracion optima del extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col Morada) que presenta efecto
hepatoprotector en ratas con dafo hepatico inducido con tetracloruro

de carbono.
3. Comparar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de la

Brassica oleracea L. (Col Morada) con Silimarina en ratas con dano

hepatico inducido con tetracloruro de carbono.
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1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION.

En la actualidad las enfermedades cronicas del higado forman parte de las
principales causas de mortalidad y demanda de hospitalizacion, estas
enfermedades pueden ser producto de diversas alteraciones en el
funcionamiento de las células hepaticas. Teniendo como base el estudio hecho
sobre las principales causas de defunciones en el 2016 por la OMS donde
describe a la cirrosis y al cancer de higado entre las 10 principales en paises de

ingresos mediano bajos y altos.®

En otra perspectiva mas cercana a nuestra realidad se realizé un estudio sobre
las causas de muertes en el Peru desde 1986 al 2015 en el cual podemos
comparar que en 1986 la cirrosis y enfermedades crénicas del higado ocupan el
décimo lugar con una tasa de 15.5% en 1986, mientras que en el 2015 vemos

que esta cifra aumenta a un 21.3% llegando hasta el quinto lugar.®

La Brassica Oleracea (Col Morada) es comunmente utilizada para la
alimentacion, no cuenta con un respaldo cientifico sobre sus propiedades
terapéuticas. Por ello se pretende brindar con el presente estudio un mayor
conocimiento sobre la especie vegetal Col Morada, sobre sus propiedades

terapéuticas como agente hepatoprotector y ofrecerlo como una alternativa.

Se proporciona evidencias cientificas sobre la especie en estudio. Seran
beneficiados con los resultados de la presente investigacion la poblacion en
general, en especial a los pacientes que sufren de enfermedades hepaticas, al

brindar sustento cientifico sobre el uso seguro de la planta en estudio.

1.5. LIMITACION DE LA INVESTIGACION.

Las principales limitaciones estuvieron relacionadas con la disponibilidad
econdmica para el acceso a materiales como instrumentos y reactivos, ademas
de un ambiente para la ejecucion de la parte experimental como lo es un bioterio,

ya que, la facultad no cuenta con ello.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

21.1. Antecedentes Nacionales

Fernandez et al. (2015) “Estudio Etnobotanico y fotoquimico de hojas
de Brassica oleracea L. (COL MORADA)” '. Se elabordé un estudio
etnobotanico y fotoquimico de Brassica oleracea L. 'col morada', con la
finalidad de detectar los metabolitos secundarios fendlicos. Se trabaj6é con
aproximadamente 1kg de hojas de col morada, pasando por una
deshidratacion parcial, reduccidon de tamano, maceracion metabdlica, para
posteriormente ser un extracto etandlico. En el analisis de la marcha
fotoquimico del extracto etandlico de Brassica oleracea L. se detect6 la
presencia de flavonoides, antociandsidos y otros. Se realiz6 ensayos de
cromatografia en capa fina en los diferentes sistemas de solventes
(cloroformo: metanol). Mediante cromatografia de columna rapida se
fracciono con diclorometano, etanol y agua, obteniéndose en el subextracto
etandlico presencia de flavonoides y otros compuestos fendlicos a la luz UV,
que fue corroborado al utilizar reveladores como amoniaco y tricloruro férrico.
En la determinacion estructural mediante espectroscopia UV-visible del
subextracto etandlico se propusieron tres probables flavonoides: uno de

flavanona y dos de nucleo flavona.

Canelo P., Mendoza Y. (2017) “Efecto hepatoprotector del extracto
acuoso liofilizado de Cudrcuma longa L. en daino hepatico agudo
inducido por tetracloruro de carbono en ratas albinas” 7. Se realiz6 una
investigacién de tipo cuantitativo, experimental, prospectivo y longitudinal
con el objetivo de evaluar el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de
la Curcuma longa L. frente al dano hepatico agudo producido en ratas
albinas. Se trabajo con 20 ratas machos agrupados en 5 grupos de 4
integrantes en cada grupo: 4 para control negativo, 4 para control positivo, 4

para control droga (silimarina 80%), 4 para tratamiento experimental con

pag. 9



extracto de c. longa (100mg/kg) y 4 para tratamiento experimental con
extracto de c. longa (200mg/kg). Posteriormente se procedié a recolectar
muestras de sangre para la estimacion de marcadores bioquimicos. El grupo
positivo mostré un aumento de ALT, AST y ALP con respecto al grupo control
negativo. Los grupos experimentales de curcuma (100 mg y 200 mg) con
CCl4 mostraron una disminucion significativa en los niveles séricos de AST,
ALT y ALP. Finalmente concluyen que la curcuma, sembrada en la Regién

Amazonica del Peru, tiene efecto hepatoprotector frente al CCI4.

Jauregui, Martinez (2015) “Efecto hepatoprotector del extracto acuoso
de Ocimum Basilicum I. "albahaca morada"™ en rattus novergicus
variedad sprague dawley "ratas" intoxicados con tetracloruro de
carbono Arequipa 2014” 8. Se realiz6 un estudio de tipo experimental y
longitudinal con el objetivo de evaluar el efecto hepatoprotector del extracto
de Ocimun basilicum |. en ratas. Se utilizaron 24 ratas distribuidas en 6 grupo
de 4 integrantes cada uno. Al grupo blanco se le administr6 CCl4 con la
finalidad de producir dafo hepatico, al grupo experimental N° 1 se le
administré CCls y extracto acuoso de Ocimum basuicum L. a dosis de
0.5g/kg/dia, al grupo experimental N° 2 se le administré CCls a dosis de
0.5ml/kg/2v/isemana, y extracto acuoso de ocimum basilicum a dosis de
1.0g/kg/dia. Finalmente, al grupo experimental N° 3 se le administré CCls a
dosis de 0.5ml/kg/2v/semana y el farmaco hepatoprotector hepabionta a
dosis de 1.5mglkg/dia. (Grupo control). Se utilizé6 el método Valtex en la
determinacién de TGO y TGP, siendo la actividad hepatica evaluada a los
diez, veinte, y treinta dias. En los resultados se observa disminucion
significativa en la actividad de TGO y TGP en el grupo experimental N°2 y
en el grupo experimental N° 3 de los animales de experimentacién que

recibieron hepabionta a dosis de 1.5mg/kg/dia.

Hanari, Arroyo, Herrera O, Herrera H (2015) “Efecto hepatoprotector del
extracto hidroetandlico atomizado del maiz morado (Zea mays L.) en
lesiones hepaticas inducidas en ratas” 4. Se realizo un estudio de tipo
experimental con el objetivo de evaluar el efecto hepatoprotector del extracto

hidroetandlico de la Zea mays L. en ratas. Se trabajaron con 60 ratas,
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dividiendo en 6 grupos con 10 ratas en cada uno. Por 15 dias, se les
administré primero fenobarbital a 0,5 g/L en agua potable; luego se
administré CCl4 a una dosis de 0,2 mL/kg. Al grupo 1 se le administro suero
fisiolégico; Grupo 2: CCl4 0,2 mL/kg; Grupo 3: CCl4 0,2 mL/kg+ silimarina 25
mg/kg; Grupo 4: CCl4 0,2 mL/Kg + extracto a 500 mg/kg; Grupo 5: CCl4 0,2
mL/Kg + extracto a 1 000 mg/kg; Grupo 6: CCl4 0,2 mL/Kg + extracto a 2 000
mg/kg. En los resultados se obtuvo que el nivel de dafio hepatico inducido
con fenobarbital mas CCl4; se redujeron con la silimarina y las diferentes

concentraciones del extracto del maiz morado.

Cuaresma, Lizarraga (2016) “Determinacion del efecto de la Brassica
oleracea L. (brécoli) sobre la hepatotoxicidad inducida con paracetamol
en animales de experimentacion, Arequipa 2013.” ° Se realiz6 un estudio
de tipo experimental con el objetivo de evaluar el efecto de la Brassica
oleracea L. sobre las enzimas hepaticas en la intoxicacion aguda en ratas.
Se trabajo con 35 ratas, las cuales fueron divididas en 5 grupos de 7 cada
uno y de la siguiente manera: Grupo 1 al cual se le administré 1000mg/kg de
paracetamol; Grupo 2, el cual solo recibié agua y alimento; Grupo 3 recibio
una dosis de 1000mg/kg de brocoli liofilizado; Grupo 4, al primer grupo
experimental, se le administré primero una suspension de brocoli liofilizado
y también de paracetamol; Grupo 5, segundo grupo experimental, recibid
primero la suspension de paracetamol y luego la suspension de brocoli. La
suspension de Brassica oleracea a dosis de 1000mg/kg produjo una
significativa disminucion en los niveles de enzimas: TGO, TGP y fosfatasa
alcalina, finalmente las pruebas estadisticas muestran que existe una
diferencia significativa entre los diferentes grupos experimentales a lo largo

de catorce dias de experimentacion.

2.1.2 Antecedentes extranjeros

Jiménez, Montero, Martinez, Garcia, Pérez (2015) “Efecto
hepatoprotector del Noni-C en la intoxicacion experimental inducida
por tetracloruro de carbono” 1°. Realizaron una investigacion de tipo

experimental con la finalidad de determinar el efecto hepatoprotector del
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producto natural Noni-C en el dafno hepatico inducido por tetracloruro de
carbono (CCls). Se trabajé con 24 ratas de sepa Wistar divididas en 4 grupos
de 6. Un primer grupo tratado como control negativo con agua estéril, el
segundo grupo como control positivo solo con CCl4 a la dosis de 0.5 mL/kg,
el tercer grupo tratado con Noni-C a la dosis de 200 mg/kg + CCl4 y el cuarto
grupo se le administro Noni-C a dosis de 400 mg/kg de peso + CCl4. Estos
grupos se trataron por un periodo de 21 dias con Noni-C y posteriormente
se indujo la intoxicacion con CCl4 intraperitoneal durante 3 dias. A partir de
la investigacion realizada se concluye que el tratamiento preventivo con

Noni-C a dosis de 400 mg/kg reduce la gravedad del dafio hepatico.

Gnanadesigan, Ravikumar, Inbaneson (2011) “Propiedad
hepatoprotector y antioxidante del extracto de corteza de la haléfita
marina Luminetzera racemosa en hepatotoxicidad inducida por CCL4”
11, Elaboraron una investigacién del tipo experimental con el propdsito de
identificar la actividad antioxidante y hepatoprotector del extracto de corteza
de Luminetzera racemosa. Se usaron ratas machos de sepa Wistar (150-
200mg) divididas en 6 grupos de 9, donde se dispuso el primer grupo como
control, el segundo grupo hepatotoxico, el tercer grupo control positivo con
silimarina y el cuarto, quinto y sexto grupo con diferentes dosis del extracto
de corteza (100, 200, 300 mg/kg). Los resultados arrojaron que el nivel de
TGO, TGP, fosfatasa alcalina, bilirrubina, azucar, colesterol y lactato
deshidrogenasa aumentaron significativamente en ratas tratadas con
hepatotoxico en comparacion con el grupo control y disminuyo con la dosis
del extracto de 300 mg/kg. Se concluye que la propiedad hepatoprotectora y
antioxidante del extracto de corteza de la halofita marina Luminetzera

racemosa podrian ser la presencia de flavonoides, alcaloides y polifenoles.

Munoz, Soria, Pérez, Cedillo, Huacuja, Miranda (2017) “Efecto
Hepatoprotector de una mezcla de siete plantas en cirrosis inducida
con tetracloruro de carbono”'2. Elaboraron una investigacion de tipo
experimental con el objetivo de demostrar de demostrar el efecto

hepatoprotector de una mezcla de siete plantas (EHAM7), en ratas cirréticas
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inducidas con tetracloruro de carbono (CCl4). Se utilizaron 48 ratas macho
con las cuales se formaron 6 grupos de trabajo, un primer grupo sin
tratamiento, al segundo se le administro 1ml de solucion salina (SS) por via
oral, al siguiente grupo se le administro 0.2ml de aceite mineral (AM) por via
intraperitoneal, al cuarto grupo se le administro 200mg/kg de EHAM7 en 1ml
de SS cada 3 dias durante 8 semanas, al quinto grupo se le aplico 0.2ml de
una mezcla de CCI4/AM cada tercer dia durante 8 semanas y al ultimo grupo
se le suministro 200mg/kg de EHAM7 en 1ml de SS durante una semana
previa a la induccién de dafo hepatico por CCI4; las ratas fueron sacrificadas
con ayuda de éter etilico con la finalidad de obtener una muestra de suero

para analizar la funcionabilidad del higado (perfil hepatico y lipidico).

Favari, Arce, Ortiz, Pablo, Soto, Meléndez (2013) “Efectos
hepatoprotector y antioxidante de Taraxacum Officinale en el dafo
hepatico agudo inducido por el tetracloruro de carbono en la rata” 13 Se
realizé una investigacion del tipo experimental con el objetivo de evaluar los
efectos hepatoprotector y antioxidante de Taraxacum Offcinale (100, 200 y
400mg/kg) en la intoxicacion hepatica aguda con tetracloruro de carbono
(CCl4) en ratas macho adultas wistar, divididas en 7 grupos de 6 a 8 ratas.
Al primer y segundo grupo se le administro 0.5 mL de aceite de maiz y agua
destilada respectivamente por cada 100g de peso corporal (PC), a los grupos
3,4,5,6y 7 se les administro 0.5 mL de CCI4. Para los grupos 2y 4 se le
administro 100mg/kg del extracto acuoso de T. Officinale y a los grupos 5y
6 se le administro dosis oral de 200mg/kg y 400mg/kg respectivamente del
extracto de T. Officinale. Mientras que el grupo 7 recibio 10ug/rata/dia de
colchicina para determinar el efecto antioxidante de la planta utilizada. Se
llegd a la conclusion de que la planta T. Officinale presenta accion
hepatoprotectora y antioxidante contra la induccion del dano hepatico por
CCl4.
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2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. HIGADO

Es la glandula de mayor tamafio y a su vez es considerada la viscera con
mayor dimension del cuerpo humano, cumple un papel de suma importancia
para el organismo por que se encarga de la metabolizacién cuando se lleva
a cabo la secrecion y la almacenacion de la glucosa, proteinas y los diversos

factores pertenecientes a la coagulacion.™

2.2.1.1. ANATOMIA HEPATICA
2.2.1.1.1. SITUACION

El higado esta ubicado al lado derecho a nivel superior del abdomen
el cual tiene una extensidon hasta el hipocondrio del lado izquierdo
estando arriba del estomago, intestinos (delgado y grueso), los
rinones y por debajo del diafragma. Se encuentra protegido por la
parrilla costal. Pesa aproximadamente 2 kilogramos y esta divisado

por dos lébulos los cuales son izquierdo y derecho.’®

2.2.1.1.2. HISTOLOGIA HEPATICA

Este 6rgano presenta un tejido de gran estabilidad por que tiene la
capacidad de regenerarse antes los diversos estimulos causados
por tumores o lesiones. Pero a su vez el higado cuando sufre
afectaciones por la ingesta de alcohol u otras infecciones esto
producira una pérdida constante del parénquima y es debido a esto
que este parénquima se ve afectado y es sustituido por una
acumulacion de tejido fibrosos y grasas y esto conllevara al

desarrollo de una cirrosis.®
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2.2.1.2 ESTRUCTURA HEPATICA

El higado esta formador por el parénquima hepatico, lobulillo hepatico y

el estroma.’”

2.2.1.2.1. ESTROMA

Es un tipo de red de forma tridimensional que se encarga del
transporte de las diversas células del higado. Su principal
componente que lo conforma es el tejido conectivo seguido de una
capsula llamada fibrosa de Glisson. También presenta tejido
conjuntivo estomatico a nivel donde se convergen los vértices de los
diferentes lobulillos hepaticos y donde se encuentras las diversas
estructuras como los conductos biliares, arterias, venas y los vasos

linfaticos.1®

2.2.1.2.2. PARENQUIMA

Dentro de sus compuestos se encuentran los hepatocitos que son
unas células epiteliales, las cuales se encuentran en forma de
laminas y van a unirse y van a tomar una forma de estructura
tridimensional. También esta conformado por diversos |ébulos los
cuales estan conectados por un tejido de consistencia muy finay es
aqui donde se da la ramificacidon de las venas hepaticas, vena porta,
arteria hepatica, nervio y conductos del sistema linfatico, todo este
conjunto se encuentra recubierto por una tunica de consistencia

fibrosa y otra de consistencia serosa.'®

2.2.1.2.3. HEPATOCITOS

Son las células de mayor cantidad que presenta el higado, ocupando
el 80%, son de tipo epitelial los cuales tienen una medida de 20 a 30

micrometros, también presentan ya sea 1 o 2 nucleos de forma
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redonda que van al centro y presentan todos los organelos de una
célula normal. Tienen tres tipos de bordes’ :
a) Sinusoidal: delimitan los bordes de la sinusoide y el espacio
peri sinusoidal o DISSE se forma con las células del
endotelio."®
b) Hepatocitario: se juntan con otros hepatocitos para asi dar
formacion a las laminas hepatocitarias.'®

c) Biliar: aqui se da la formacién de los canaliculos biliares.'®

2.2.1.2.4. LOBULILLOS HEPATICOS

Existen tres formas de poder explicar la estructura del higado en
términos de una unidad de tipo funcional, las cuales son:
a) Lobulillo clasico: al realizar los diversos cortes este adquiere
la forma de una masa de tejido de forma hexagonal y es la
manera mas comun para la organizacion del parénquima
hepatico y es de facil visualizacion.'®
b) Lobulillo portal: es una area de forma triangular que se
encuentra situada entre tres venas centrales y la bilis la cual
aflora desde la periferia en direccion al centro del espacio porta
hacia nivel del conducto biliar.’®
c) Acino hepatico: es un area de forma romboidal conformada
por hepatocitos en el cual tiene una arteria hepatica en el centro
y la vena porta y los extremos son dos venas centrales, tiene un
tipo de circulacion centrifuga es decir que la sangre circula del

centro hacia la periferia.’®

2.2.1.3. FISIOLOGIA HEPATICA

El higado es un 6rgano de suma importancia para el organismo porque
realiza diversas funciones y en su gran mayoria estan asociadas con el
metabolismo.!”

a) Funciones vasculares

b) Funciones metabdlicas
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2.2.1.3.1. Metabolismo de carbohidratos

para obtener un buen funcionamiento de las reaccidn quimicas
celulares es poder obtener la glucosa proveniente de la alimentacién
y luego trasportarla a las células que requieran de ella, este proceso
lo realiza el higado que lo tendra almacenado en forma de glucégeno

o0 en algunos casos si se requiere se transformara a glucosa.'’

2.2.1.3.2. Metabolismo de lipidos

Dentro de los tipos de lipidos se encuentras los triglicéridos,
fosfolipidos y el colesterol, el mas utilizado por el organismo
cumpliendo la funcion de suministrar energia para los diversos
procesos metabdlicos son los triglicéridos (esta funcion es
compartida con los carbohidratos), por otro lado los lipidos
especificamente el colesterol, los fosfolipidos y una pequefia
cantidad de triglicéridos se usan para que se forme la membrana
celular de todas las células del cuerpo y asi poder realizar funciones
de tipo celular. Es por ello que la funciéon hepatica proviene en la
capacidad de poder dar formacion de cuerpos cetdnicos mediante la
oxidacion de acidos grasos, ademas de tener la capacidad de poder
convertir las proteinas en acidos grasos y la formacion de colesterol

y fosfolipidos."”

2.2.1.3.3. Metabolismo de proteinas

El cuerpo humano presenta un 75% de proteinas, entre las cuales
estan las proteinas estructurales, enzimas, nucleoproteinas,
proteinas transportadoras, proteinas del musculo y cumplen la
funcidn de la contraccién y diversas funciones especificas. Este
metabolismo es danino es por ella que su durabilidad es de un
periodo corto. Las funcionas de mayor relevancia del higado en
relacidon con las proteinas es poder sintetizar la mayoria de las
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proteinas plasmaticas, teniendo la capacidad de poder convertir un
aminoacido en otro. Otra funcion del higado es poder formar la urea
mediante de NH3.6

2.2.1.3.4. Metabolismo de las grasas

Por lo general la mayoria de las células tiene la capacidad de poder
metabolizar la grasa y este proceso de metabolizacion tiene un lugar
especifico en el érgano del higado. Teniendo como funcién poder
oxidar los acidos grasos para asi poder brindar energia a otras
funciones del cuerpo. El higado se encarga de poder sintetizar gran
volumen de colesterol, fosfolipidos y en su gran mayoria las
lipoproteinas. También puede sintetizar la grasa proveniente de las
proteinas y de los hidratos de carbono.!”

Para poder obtener las grasas neutras, primero se convierten en
glicerol y acidos grasos, posterior a ello se separan los acidos grasos
a través de la oxidacion /3 en radicales acetilos de dos tipos de
carbono que pueden dar origen al acetil coenzima A (acetil CoA). El
higado no tiene la capacidad de hacer uso de todo el acetil CoA
formada y es por ello por lo que esta se transforma en acido
acetoacético que es de composicion muy soluble. Alrededor del 80%
del colesterol que se sintetiza en el higado adquiere la forma de
sales biliares los cuales tienes la funcion de segregar la bilis, lo
restante se transporta junto con las lipoproteinas a través del torrente
sanguineo llegando a las diversas células de los tejidos. Los
fosfolipidos también tienen su sintesis en el higado y se transportan

mayormente con las lipoproteinas.'”

2.2.1.3.5. Otras funciones metabdlicas del higado

En este érgano se aglomeran la mayor cantidad de vitaminas. La
vitamina A es la de mayor prevalencia en el higado y la cual también
tiene grandes cantidades de vitamina D y B. el higado tiene la

capacidad de poder almacenar una gran cantidad de vitamina que
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seria equivalente por 10 meses para no sufrir carencias de ella. La
necesidad de vitamina D puede ser almacenada por un periodo entre
3 a 4 meses y la vitamina B12 se guarda por un periodo minimo de
un afo a mas."’

El higado tiene la funcién de poder depositar el hierro, pero en forma
de ferritina, esto quiere decir que, si el hierro no se absorbe de
manera correcta en el torrente sanguineo, este migrara al higado,
pero adquiriendo la forma de ferritina. Las células del higado tienen
apoferritina en gran cantidad lo cual siempre va unido al hierro y
cuando se mezclan forman la ferritina depositandose en las células
hepaticas hasta que se requiera de ellas. Se hace uso de ella cuando
el nivel del hierro en el organismo es muy bajo para actuar como
amortiguador del hierro sanguineo y como un depdsito del hierro."”
El higado tiene la funcidn de producir las sustancias que se encargan
de la coagulacidon sanguinea, y estas sustancias son fibrindgeno,
protrombina, globulina aceleradora, factor VII y otros factores
también de importancia. La sintesis de algunas sustancia durante el
metabolismo son protombina y los factores VII, IX y X los cuales
requieren de la vitamina K y si hubiera disminucién de ella no se
podra lograr obtener la coagulacion sanguinea.’”

El higado tiene la capacidad de desechar medicamentos, hormonas
entre otros, asi también uno de los principales medios para eliminar
el calcio es atraes de la secrecién hepatica con direccién hacia la
bilis, luego pasa a los intestino y finalmente se deshecha con las

heces.!”

2.2.1.4. CAPACIDAD FUNCIONAL DEL HIGADO

Es un 6rgano del organismo que cumple multiples funciones y es debido

a ello algun tipo de metodologia 0 examen que nos pueda permitir medir

la totalidad de su funcionalidad. Es por ello por lo que puede producirse

una pérdida de hasta un 80% o mas de las células hepaticas, antes de

que se desarrolle las diversas enfermedades hepaticas en un nivel
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cronico. Para poder determinar esto se hace uso de diferentes examenes
los cuales se como pruebas de funcion hepatica.’®

Es de suma importancia tener conocimiento de la capacidad de
funcionalidad del higado para asi poder tener un mejor diagndstico y
pronostico del proceso mérbido de las diversas patologias de este
organo. Las enfermedades del higado son comunes y no presentan
sintomatologia y tiene un gran numero de morbilidad a nivel mundial, se
clasifican en agudas y cronicas.®

La evaluacion de la volumetria se realiza mediante la tomografia
computarizada y se establece como el Gold estandar para poder evaluar
el volumen hepatico residual, lo cual refiere que un higado sano puede
dejar un volumen entre 20 a 25% del parénquima, lo cual es equivalente
a 2 segmentos. También tenemos que evaluar la patologia presente para
poder dar un buen diagnostico y asi poder determinar su funcionalidad
ya que cuando se presente el deterioro de la funcionalidad como la
esteatosis, antecedes previos de quimioterapia, la reseccion deberia ser
en un volumen promedio entre 30 %a 60% y de un 40% a 70% cuando

se presenta el cuadro clinico de cirrosis.?°

2.2.1.5. ENFERMEDADES HEPATICAS

Las diversas alteraciones presentes en el higado puede ser producto de
un mal funcionamiento del hepatocito o por una alteracién del flujo

sanguineo.’®

2.2.1.5.1. Hepatitis aguda complicada

Es un tipo de inflamacion difusa del higado, la cual tiene un origen
proveniente de la necrosis de las células hepaticas. Su etiologia es
principalmente viral, también puede darse por consumo de farmacos
y diversos agentes toxicos, en un porcentaje menor también pueden
provenir del consumo excesivo de ingerir alcohol, enfermedades

inmunoldgicas y trastornos metabdlicos e isquémicos.?!
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2.2.1.5.2. Hepatitis A

Su etiologia es causada por un enterovirus RNA del grupo
picornaviridae, la cual se transmite generalmente por el medio fecal
a la boca o por liquidos o alimentos contaminados, a través de las
relaciones sexuales y el uso de drogas inyectables. Esta enfermedad

se puede prevenir a través de vacunas.??

2.2.1.5.3. Hepatitis B
Es una enfermedad de tipo viral ADN del grupo hepadna viridae, es
transmitido a través de la sangre, semen o saliva es decir por
contacto cercano con una persona infectada, produciéndose la
inoculacion por medio de soluciones de continuidad en la piel o
membranas de la mucosa.?’
Los cuadros clinicos que presenta la hepatitis B son:
¢ Hepatitis aguda auto limitada, la cual no tiene secuelas y los
pacientes estan inmunes a lo largo de su vida.?
¢ Hepatitis fulminante, es producto de una necrosis masiva del
parénquima hepatico, afecta a las funciones del higado y
genera encefalopatia hepatica. La sintomatologia que presenta
es ictericia, encefalopatia hepatica, insuficiencia renal, diatesis
hemorragicas, edema cerebral, hipotensién arterial.?!
e Hepatitis crénica, se produce por sustancias toxicas vy
toxinas, el grado de severidad va a depender de la cantidad de
insumos que se halla consumido, siendo la mas conocida la
hepatitis alcohdlica por el etanol que contiene.?’
¢ Infeccion cronica asintomatica: puede empezar su desarrollo

posteriormente de la hepatitis cronica.?’

2.2.1.5.4. Hepatitis C
Es una infeccién viral la cual es causada por flavivirus RNA, la cual
tiene 6 subtipos que varia de acuerdo con la incidencia geografica,

se transmite por medio de la sangre, comienza en un cuadro agudo

pag. 21



y luego pasa a ser un cuadro crénico. Algunos sintomas especificos

son la fatiga ictericia, fiebre, malestar general y anorexia.??

2.2.1.5.5. Hepatitis D

Es un viroide defectuoso del RNA hepatotréfico, el cual se desarrolla
por la confeccién de pacientes que son portadores del virus de
hepatitis B y el virus de hepatitis D, pudiendo llegar a una hepatitis
aguda grave. Se adquiere esta infeccién con el hallazgo de IgM anti

— D en el suero, en presencia de IgM anti HBc.?*

2.2.1.5.6. Hepatitis E

Su etiologia proviene del calicivirus proveniente de una cadena
simple del Genoma de ARN, esta infeccion se contagia por medio de
la via ano - mano — boca el cual es transmitida por el agua
contaminada, su periodo de incubacion es de aproximadamente 30

dias y su sintomatologia mas comdun es la ictericia.?®

2.2.1.5.7. Hepatitis crénica

Es una alteracion que tiene como caracteristica principal la
combinacion de necrosis de las células hepaticas e inflamacién de
gravedad variable la cual puede durar un tiempo aproximadamente
de 6 meses. Esta afectacion por lo general se desarrolla por la
infeccion hepatica la cual es proveniente de los virus de la hepatitis
B o C, medicamentos, toxinas, factores genéticos metabdlicos o auto
inmunitarios.?’

Esta enfermedad puede no presentar sintomas hasta llegar a una
fase grave que va a ir progresando gradualmente hasta llegar a la
cirrosis, insuficiencia hepatica y finalmente la muerte. La
sintomatologia que desarrolla es fatiga, malestar en general de
organismo, anorexia, pérdida de peso, ictericia y hepatomegalia

leve.26
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2.2.1.5.8. Enfermedad hepatica alcohdlica

La caracteristica principal de esta enfermedad es el consumo
excesivo de alcohol y se divide en tres categorias dependiendo del
criterio morfolégico. En el higado graso se da a cabo un cambio de
ADN a ADNH debido al metabolismo del etanol y acetaldehido lo
cual va a estimular la sintesis de acido graso, la produccion de
triglicéridos, hepatitis alcohdlica (necrosis de las células del higado
y a su vez la inflamacién de las mismas) y cirrosis donde la estructura
celular lobular normal del érgano hepatico es reemplazada por
nodulos irregulares los cuales se encuentran rodeados de tabiques

de mayor grosor.?’

2.2.1.5.9. Enfermedad de higado graso no alcohélica (EHGNA)

Es cuando hay un depdsito exuberante de grasas en el higado y
puede generar danos como inflamacion, fibrosis y en algunos casos
mas severos puede terminar en una cirrosis y sus diversas
complicaciones llegando a desarrollarse un carcinoma
hepatocelular. Es de gran prevalencia a nivel mundial. Su incidencia
ha ido aumentando junto con la epidemia de obesidad, diabetes y
sindrome metabdlico, y por ello que en muchas ocasiones se tiene
que realizar un trasplante de higado. Se diagnostica de forma
histologica, las estrategias para combatirlas son generalmente la
pérdida de peso, tener un buen estilo de habitos alimenticios. No

existen en la actualidad terapia farmacologica.??

2.2.1.5.10. Cirrosis biliar primaria

Es un tipo de afectacion cronica, de causa desconocida, la cual tiene
como principal sintomatologia la destruccion e inflamacién de los
conductos biliares Inter hepaticos los cuales al someterse a las
pruebas de laboratorio pueden indicar la presencia de colestasis y
con los afnos esto va a pasar a ser una cirrosis hepatica, generando
manifestaciones clinicas como prurito, ictericia, presencia de

xantomas y xantelasma. Tiene mayor afectacién al sexo femenino y
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se presenta en un rango de edad entre los 40 y 60 anos, no existen
estudios que refieran que sea hereditario ni que tenga “predisponian
por algun grupo en particular. Desde el punto histolégico se divide
en cuatro estadios que van desde la conocida lesién biliar Florida
llegando a la etapa final que es la cirrosis se cree que es de

naturaleza autoinmune.?®

2.2.1.5.11. Enfermedad de Wilson

Es un tipo de enfermedad genética y cronica la cual tiene como signo
principal la aglomeracion de cobre en el cuerpo humano. La
presencia del cobre se localiza a nivel del sistema nervioso, en el
rindn, el ojo y el higado causando dafo en estos. Esta afectacion es
causada por la deficiencia de proteinas que intervienen en la
transportacion intrahepatocitaria del cobre, y es por esto que el cobre
no puede ser expulsado al canaliculo biliar y en un porcentaje del
90% no permite la union del cobre a la apoceruloplasmina y debido
a esto la concentracion plasmatica de la ceruloplasmina disminuye.?®
La mayoria de las personas afectadas presentan algun tipo de
hepatopatia entre los 8 y 18 afos, pero la cirrosis puede presentarse
en ninos menores de 5 anos y a su vez también puede presentarse
la sintomatologia a partir de los 60 afos. Es una enfermedad poco

comun la cual tiende a atacar a 1 de cada 30.000 recién nacidos.?°

2.2.1.5.12. Hematocromatosis

Es un trastorno que se da por el gran acumulo de hierro en la sangre,
higado, corazén y otros 6rganos. Su etiologia proviene por
mutaciones en el gen HFE. En la mayoria de casos los pacientes
que la padecen tienen dos copias de la mutacién Cys282Tyr del gen
HFE, o también pueden tener solo una y otra de la mutacion His63A.
su tratamiento es simple y efectivo cuando se diagnostica de forma

temprana.3°
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2.2.1.5.13. Cirrosis

La cirrosis presenta de forma progresiva zonas con extincién del
parénquima del higado las cuales son sustituidas por fibrosis,
desarrollandose ndédulos de regeneracién y una alteracién en la
estructura hepatica normal. Su etiologia principal es el uso excesivo

de alcohol y la hepatitis C cronica.!

2.2.1.5.14. Sindrome de Gilbert

Es cuando se presenta un cuadro de hiperbilirrubinemia no
conjugada de tipo leve, el resto de valores de los examenes
hepaticos es normal, también presenta una histologia normal, pero
puede generarse un aumento del pigmento lipofuscina en algunas

personas.3?

2.2.1.5.15. Carcinoma hepatocelular

Es el sexto tumor mas frecuente con mas de 740.000 casos nuevos
cada afio, generando la tercera causa de fallecimiento por neoplasia,
reportandose un mayor aumento en las ultimas décadas. Su causa
proviene de personas que presentas algun tipo de enfermedad

cronica subyacente del higado.3?

2.2.1.5.16. Colangiocarcinoma intrahepatico

Son adenocarcinomas que se forman en loa conductos biliares
intrahepatico, su etiologia puede provenir de diversas enfermedades
inflamatorias de tipo crénicas de la rama biliar intrahepatica tales
como la colangitis esclerosante y la enfermedad por trematodos del
higado.3

2.2.1.5.17. Colecistitis

Es cuando se produce un engrosamiento y a la misma vez una
inflamacién de la pared de la vesicula biliar, histolégicamente esto
se debe a hipertrofia muscular, fibrosis en la submucosa, e

inflamacion cronica, calculos biliares.3%
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2.2.1.5.18. Colangitis esclerosante primaria

Es una enfermedad de tipo crénica la cual tiene como sintomatologia
principal la inflamacién y fibrosis del arbol biliar. La fibrosis determina
fendmenos que obstruyen a nivel interno o externo a nivel hepatico
y puede permitir el desencadenamiento de la cirrosis biliar con sus
respectivas consecuencias.

No se sabe cual es la causa que provoca esta enfermedad, en la
cual la afeccion de los ductos biliares es de forma inmunologica.
Tiene una frecuente relacion con la enfermedad inflamatoria del
intestino y es por ello por lo que el dafio generado en el arbol biliar
se debe a la presencia de antigenos comunes en el intestino y la via
biliar o la presencia de bacteriemias frecuentes en la crisis de colitis.
Esta enfermedad tiene mayor prevalencia en el sexo masculino con
una proporcion de 2 a 1, afectando a 2 de cada 10000 personas.
En un rango del 40 a 80% de los afectados presenta la enfermedad
inflamatoria intestinal y entre el 2 a 4% que tienen colitis ulcerosa
sufren de la colangitis esclerosante primaria. El cuadro clinico que
presenta varia, teniendo como signo principal una colestasis de
laboratorio que es significativa la cual en sus inicios puede no
presentar sintomas lo cual ira progresando hasta llegar a una

colestasis progresiva con astenia prurito e ictericia.3®

2.2.1.5.19. Carcinoma de conducto biliar extrahepatico

Es un tumor epitelial de tipo maligno, el cual tiene su etiologia en los
conductos biliares extra hepatico, se describen mutaciones de KRAS
y TP53; presentan ictericia obstructiva y las colangitis superpuestas

pueden causar fiebre.2®

2.2.2. HEPATOTOXICIDAD

Es cuando el higado sufre un dafio toxico el cual es generado por farmacos,

es una afectacién de tipo compleja porque tiene la capacidad de presentarse

como cualquier otra patologia del higado ya sea de forma aguda o cronica,
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potencial gravedad y la ausencia de biomarcadores especificos. La falta de
capacidad para el proceso de desarrollo de los medicamentos de cribar
completamente las moléculas hepatotoxicas y poder identificar a los sujetos
susceptibles continia haciendo imprescindible la farmacovigilancia

poscomercializacion.®’

2.2.2.1. CLASIFICACION DE HEPATOTOXICIDAD
Existen diversas formas de clasificar la hepatotoxicidad, los cuales son:
Segun Alvarez S. y colaboradores en el afio 2016 clasifico a la
hepatotoxicidad segun el tipo de lesién generada en el higado el cual
tenia una etiologia de origen botanico:38
a) ldiosincratica, es la forma mas comun de la lesion en el higado la
cual es causada por sustancias naturales, que son impredecibles e
independientes de la dosis, en el periodo de latencia hay 2 subtipos
ya que es variables, los cuales son:3®
1) tipo metabdlica: su tiempo de exposicion varia entre 1 semana a
12 meses, tiene una respuesta tardia la cual es con reexposicion.
2) tipo inmunoldgica: su tiempo de exposicion varia entre 1 a 5
semanas, presenta una respuesta rapida con la primera dosis de
reexposicion.3®
b) Intrinseca, es un tipo de lesidn predecible, tiene una dosis
dependiente y un periodo corto de latencia, a su vez también tiene la

capacidad de reproducirse.®®

Segun Tagle M. y colaboradores en el afio 2015, clasifico a la
hepatotoxicidad segun el tipo de dano histolégico, la manifestacion
clinica y el mecanismo de accion:
e Hepatotoxinas: tiene un tipo de dosificacion dependiente y es
predecible, presenta una incidencia alta, teniendo un periodo de
latencia menor a 7 dias, desarrolla una lesién histoldgica que por lo
general es una necrosis celular, esteatosis, siendo en algunas
ocasiones fulminante. Su mecanismo de accion es peroxidacion

lipidica, interferencia en la excrecion biliar. Los farmacos que
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producen esta lesidn son: paracetamol, tetracloruro de carbono,
paraquat metilendianilina.

e Hepatotoxinas: tiene un tipo de dosificacion independiente y es
impredecible, presenta una incidencia variable, teniendo un periodo
de latencia que puede varias en dias hasta un ano, desarrolla una
lesion histolégica que es variable, dependiendo del tipo de mecanismo
que genere la lesidbn. Su mecanismo de accién es variable y
dependera si es de tipo metabdlico o inmunoldégico.

e Hipersensibilidad: presenta un periodo de latencia de 1 a 6
semanas, desarrolla una lesién histolégica que puede ser necrosis y/o
colestasis, granulomas y dafio ductal. Su mecanismo de accioén de
inmuno-alergico. Los farmacos que producen esta lesién son:
fenitoinas, carbamazepina, amoxiclav.

¢ Alteracion metabdlica: tiene una incidencia que puede ser inmune,
presenta un periodo de latencia que varia desde una semana hasta
un afio, desarrolla una lesion histolégica que puede ser necrosis,
esteatosis, fibrosis, colestasis, dafio vascular, tumores, entre otros. Su
mecanismo de accidn es ser un deposito de metabolismo toxico. Los

farmacos que producen esta lesion son: ciproterona, isoniazida.4°

Segun Francisco Tejada, clasifica a la hepatotoxicidad en dos:

a) Hepatotoxicidad intrinseca: se le conoce también como dosis
dependiente, es predecible y tiene la capacidad de reproducirse y se
produce con un numero pequeio de farmacos. Algunas
Hepatotoxinas tienen su mecanismo de accidén directamente en el
hepatocito, pero también otras lo hacen mediante un compuesto
toxico que se va a desarrollar en su metabolismo como es el caso del
paracetamol, el acido acetilsalicilico, la intoxicacion por setas y las
alteraciones hepaticas producidas por productos industriales CCL4.

b) Hepatotoxicidad idiosincrasica: es impredecible, no tiene relaciéon
con la dosis y no se produce en animales de experimentacion,

pudiendo ser de tipo metabdlica e inmunoldgica.*'
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Segun Bosia, clasifica a la hepatotoxicidad segun el criterio clinico,
bioquimico y epidemioldgico, los cuales son:

e Fuente y tipo quimico de la sustancia téxica.

e Circunstancias de la exposicion.

¢ Tipo de lesion producida.

e Estructura celular que queda principalmente danada.

e Mecanismos moleculares o celulares que intervienen en la

lesion.30

2.2.2.2. MECANISMO HEPATICO

Para que un xenobidtico pueda salir de nuestro cuerpo y no llegue a ser
toxico, debe pasar por diversos procesos los cuales son: absorcion,
distribucion, metabolismo (biotransformacidn) y excrecion.38

La biotransformacion tiene una gran importancia por que se inicia desde
que la sustancia toxica hace su ingreso, lo cual es una de las principales
funciones hepaticas y por lo tanto constituira uno de los diversos factores
que determinan el mecanismo de hepatoxicidad y
hepatocarcinogenicidad.*?

El metabolismo de los xenobibticos se refiere a diversas reacciones que
se dan cuando intervienen algunas enzimas las cuales pueden generar
diversas modificaciones quimicas en la molécula lo cual puede cambiar
de liposoluble a hidrosoluble y su vez elevar su polaridad.*?

Cuando las sustancias generan mas dafo durante el proceso se le cinica
como bioactivacion, y es aqui donde el metabolismo mismo del toxico va
ser la causa del dafio al higado, generando agentes agresores de los
acidos nucleicos.38

La biotransformacién ocurre en tres fases:

La fase | hace referencia a la oxidacion, reduccién, e hidrolisis de los
xenobidticos. Los productos de estas reacciones pueden ser catalizada
por diversas enzimas con diferente especificidad de sustrato de fase Il o

ligandos de proteinas de transporte en fase II1.38
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El sistema del citocromo P-450 ocupa el primer puesto entre las enzimas
de la fase | en cuanto a versatilidad catalitica y numero de xenobiéticos
que activa e inactiva. Los términos oxidasa de funcidon mixta, sistema
citocromo P-450 y mono oxigenasas son empleados como términos
equivalentes.*?

Es durante esta fase en que se pueden producir bioactivaciones.3

La fase Il se localizan principalmente en el citosol encargada de la
conjugacion de enlaces covalentes con las sustancias absorbidas,
catalizadas por un conjunto de enzimas, y comprenden la
glucuronidacién, la sulfatacion, la acetilacion, la metilacion, la
conjugacion con glutation y la conjugacion con aminoacidos tales como
glicina, taurina.*?

Estas reacciones aumentan la hidréfila del xenobidtico a excepcion de la
metilacion y la acetilacion que aumentan la liposolubilidad y disminuyen
la actividad farmacoldgica y toxica de los xenobidticos, pero a veces es
mas facil de excretar y eliminar, la sulfatacion activa aminas aromaticas
e hidrocarburos aromaticos policiclicos produciendo metabolitos

carcindégenos.*?

2.2.2.3. MECANISMO RESPONSABLE DE LA HEPATOTOXICIDAD

Los principales mecanismos que se encargan de generar la
hepatotoxicidad son:
o LIPOPEROXIDACION: Es un tipo de reaccién que genera
una degradacién oxidativa de los lipidos que pertenecen a la
membrana celular, los cuales se producen cuando hay oxigeno y
diversos lipidos insaturados, lo cual generara cambios en las
propiedades fisio quimicas de la membrana y la funcién de las
enzimas desencadenando en la muerte celular. EI componente
principal que genera la lipoperoxidacion es el tetracloruro de
carbono.3®
Existe una buena relacion de los radicales libres lo cual generara
la lipoperoxidacion a nivel del reticulo endoplasmatico y a su vez

se captara a los atomos de hidrogeno de los acidos grasos
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insaturados y la sintesis definitiva de peroxidacion lipidica
(esteatosis hepatica); generando un dafo en las membranas de la
célula y diversos cambios de la bomba de calcio microsémico lo
cual generara una elevacion de la concentracién de calcio libre
intracelular, esto genera dano tales como: aglomeracion de
triglicéridos, lesion mitocondrial y de la membrana plasmatica con

salida de enzimas y potasio, y la muerte de la célula.3®

3 ESTRES OXIDATIVO Y DEPLECION DE GLUTACION: se
refiere al desequilibrio bioquimico que se genera en los radicales
libres y los antioxidantes lo cual va a generar dafno a las células y
al organismo, también esto generara el aumento de radicales libre
lo cual producira lipoperoxidacion y cambios en la funcidon de las

proteinas celulares.38

3 INHIBICION DE LA SINTESIS PROTEICA: su afeccion es
referente a la necrosis hepatocelular la cual se desarrolla por ingerir
amanita phalloides. Sus toxinas inhiben la RNA polimerasa,
necesaria para la sintesis de RNA mensajero (RNAm). Como
resultado tenemos una inhibicion de la produccion de enzimas,
proteinas estructurales y apoproteinas para la sinterizacion de las
lipoproteinas, lo cual va a generar que se desarrolle un mayor

acumulo de grasa y dara lugar a la necrosis celular.3®

. ALTERACION DE LA SISTESIS DEL HEM: algunas
sustancias quimicas como el hexaclorobenceno y sus derivados
generan alteraciones en la sintesis de las porfirinas inhibiendo la
coproporfirinégeno oxidasa y la uroporfirindgenodescarboxilasa,

generando porfiria cutanea tarda (PCT).38

. MUTACION Y CARCINOGENESIS: Las aflatoxinas se unen
al ADN en forma covalente produciendo una mutacién que favorece

el desarrollo de carcinoma hepatocelular. El Cloruro de vinilo (PVC)
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es una sustancia carcinogenética similar a las aflatoxinas; esta

sustancia produce angiosarcoma en trabajadores expuestos.38

2.2.2.4. FACTORES QUE PREDISPONEN AL HIGADO A SUFRIR
TOXICIDAD

La susceptibilidad de forma individual puede aumentar o reducir debido
a la exposicion de forma simultanea o consecutiva que va de un
compuesto a otro, aumentado la posibilidad de generar un dafo en el
higado son la relacion con algunas patologias, el consumo de alcohol,
el uso de algunos farmacos la edad, el sexo, los factores genéticos,

metabdlicos y hormonales.*!

2.2.2.4.1. FACTORES GENETICOS:

Este es el factor con mayor importancia para el desarrollo de la
hepatotoxicidad, debido a que el polimorfismo genético tiene una
gran influencia en la metabolizaciéon de los farmacos y diversas
sustancias, biotransformandolos en un compuesto exégeno lo cual
modificara su toxicidad generando afectaciones en la capacidad del
organismo.*’

Los factores genéticos también son determinantes de la efectividad
de los diversos factores que protegen al huésped tales como los
antioxidantes y la regularizacion de la respuesta inmunoldgica. La
existencia de polimorfismos genéticos del complejo enzimatico
citocromo P-450 y de otras enzimas hepaticas genera una variacion
individual en el metabolismo de los farmacos lo cual puede ser

favorable o generar reacciones de hepatotoxicidad.*!

2.2.2.4.2. EDAD

Esta afectacion se da cuando se consume medicamentos tales
como isoniazida, halotano y la nitrofurantoina y parece que es
generado por un conjunto de eventos tales como una capacidad

metabdlica reducida, cambios en el torrente sanguineo hepatico y
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en la respuesta inmune tisular, disminucion del aclaramiento renal

y la polimedicacion a la que se encuentran expuestas.**

2.2.2.4.3. SEXO

El género sexual femenino es el que sufre mayor afeccién de
hepatotoxicidad, en especial las pacientes que presentan fallo
hepatico fulminante y al sexo masculino se registré6 una mayor

afectacion en edad avanzada.**

2.2.2.4.4. FACTORES METABOLICOS Y HORMONALES

Diversos factores que alteran el metabolismo y la estabilidad
hormonal tales como la desnutricién, obesidad, embarazado e
hipertiroidismo aumentan el riesgo de toxicidad hepatica por la

ingesta de farmacos.*

2.2.2.4.5. ALCOHOL
La ingesta de alcohol aumenta el potencial de hepatotoxicidad de
algunos farmacos tales como el metrotexato, el halotano, la

isoniazida, el paracetamol y la cocaina.*’

2.2.2.4.6. FARMACOS
La hepatotoxicidad por farmacos puede ser inducida por algunas
isoenzimas del CYP, incrementando la tasa de produccion de

algunos metabolitos reactivos, asi como inhibicién del mismo.*’

2.2.2.4.7. ENFERMEDADES ASOCIADAS
Algunas enfermedades pueden provocar hepatotoxicidad por la
ingesta de medicamentos, tales como: VIH, artritis reumatoide,

hepatitis alcohdlica, etc.*°

2.2.2.4.8. DOSIS
Algunos farmacos generan hepatotoxicidad si es que se ingieren

en altas cantidades.
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2.2.2.4.9. COMPUESTOS HEPATOTOXICOS

Los cuales son:
e SUSTANCIAS QUIMICAS INDUSTRIALES
Aqui tenemos a los compuestos hepatotdxicos, los cuales son:
hidrocarburos, hidrocarburos aromaticos (BTX), hidrocarburos
alifaticos clorados (tetracloruro de carbono), hidrocarburos
alifaticos bromado, hidrocarburos alifaticos fluorados,
hidrocarburos alifaticos nitrogenados, hidrocarburos ciclicos
halogenados, amidas y aminas, mezclas de disolventes,
cloruro de vinilo, metales, difenilos (bifenilos; fenilbencenos),
téxicos agricolas (paraquat, dicloropropeno,
hexaclorociclohexano (lindano)), téxicos en el ambito
hospitalario (halotano).®®
e COMPUESTOS BOTANICOS
En este grupo encontramos a la cebolla china, té verde, aceite
de margosa, cascada sagrada entre otros.3°
e COMPUESTOS FARMACEUTICOS
Algunos farmacos que producen dafo hepatico son: la
abacavir, aspirina, amoxicilina/acido clavulanico, azitromicina,
paracetamol, carbamazepina, clindamicina, clorpromazina,
cotrimoxazol, dapsona, dihidroartemisinina/piperaquina,

efaviremz, etc.4®

2.2.3. TETRACLORURO DE CARBONO

Es una sustancia de consistencia liquida la cual no tiene color, se considera
un compuesto organico volatil, presenta un aroma dulce, muy similar al
cloroformo. Tiene la capacidad de poder biodegradarse en condiciones
anaerobicas tales como el suelo o agua.*®

Se hace uso del tetracloruro de carbono como un intermediario en la sintesis
de produccion de diversos compuestos quimicos tales como los
hidrocarburos fluorados; también es usado para la fabricacion de
refrigerantes, como propulsor para aerosoles, desengrasante, pesticida,

fumigante, agente de limpieza en seco, agente anti fuego (extintores),
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reactivo en la sintesis quimica, disolvente, pero su uso principal fue la
produccion de clorofluorocarbonos.*6

Tiene la capacidad de poderse vaporizar con facilidad es por ello por lo que
se encuentra como un gas en el medio ambiente en el cual puede estar
mucho tiempo sin romperse, no se junta a las diversas particulas del suelo o
del agua es por ello por lo que se vaporiza o filtra en el agua subterranea.

Este compuesto no se acumula en los peces.*6

2.2.3.1. TOXICOCINETICA Y MECANISMO DE ACCION DEL
TETRACLORURO DE CARBONO

El tetracloruro de carbono tiene la capacidad de absorcion rapida en los
seres Vvivos, se distribuye en los diversos tejidos, especialmente en los
que tienen alto contenido de lipidos, llegando a su concentracién maxima
en un rango de 1 a 6 horas. Se metaboliza en el higado, pulmén, y otros

tejidos. Se excreta con facilidad principalmente en el aliento exhalado.*®

2.2.3.1.1. METABOLISMO

Se han hallado CO2, cloroformo y trazas de hexacloroetano como
diversos metabolitos de tetracloruro de carbono. EI CO2 que se
encuentra en el aire y es exhalado es del 10% del tetracloruro de
carbono metabolizado total. En estudios realizados en roedores que
estuvieron expuestos a concentraciones de tetracloruro de carbono
de 100 ml/ m3, aproximadamente el 60% de tetracloruro de carbono
es metabolizado. Por otro lado, se estimd que el tetracloruro de
carbono es acumulado en personas en el tejido adiposo en personas
expuestas a 5ml/m3 en un rango de 8 horas al dia. En perros
después de un periodo de 12 a 48 horas que se administro la
sustancia en inyectables al realizar analisis en la orina se encontré:
formaldehido, acetaldehido, acetona, alcohol propilico, alcohol
butilico, pentanal, hexanal y malondialdehido. Llegando a la
conclusién que se evidencia peroxidacion de lipidos in vivo.*”

En estudios in vitro hay evidencias que el tetracloruro de carbono se
junta al citocromo P450-2E1 del reticulo endoplasmatico de la célula
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del higado en el lugar de union al oxigeno. La transferencia de
electrones genera una escision reductora del tetracloruro de
carbono, en un inicio para asi poder formar el CCI3 radical. El
hexacloroetano es el producto de la condensacion de dos radicales
CCI3.47

El CO2 también puede formarse de fosgeno y puede formar
monoxido de carbono.

La activacién metabdlica del tetracloruro de carbono que se genera
por el citocromo P-450 a nivel del reticulo endoplasmatico de las
células mitocondriales y hepaticas, se han evidenciado también a
nivel del rifidn, la glandula suprarrenal y en los pulmones. El
metabolismo del tetracloruro de carbono puede ser inducido por
fenobarbital o DDT. Tiene mayor énfasis en los roedores machos, el
metabolismo del tetracloruro de carbono en el higado también

depende de la especie.*’

2.2.3.2. MANIFESTACIONES CLINICAS

Cuando una persona se encuentra expuesta a altas concentraciones de
tetracloruro de carbono en el agua potable esto genera dafios a nivel de
higado y rifiones, presentando sintomatologia tales como, cefalea,
mareos, cansancio, en algunos casos presenta vomito y dolor
estomacal. Cuando se exhala en altas concentraciones eso genera dafo

en los pulmones y puede fallecer la persona.*®

2.2.3.3. EFECTOS DEL TETRACLORURO DE CARBONO EN LA
SALUD

Por lo general la informacioén sobre efectos del tetracloruro de carbono
es cuando una persona ha estado expuesta a niveles altos de
tetracloruro de carbono ya sea una vez o por un corto periodo como por
ejemplo por envenenamiento accidental o estando expuesto al

compuesto en un espacio cerrado en el cual no hay ventilacion.*6
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2.2.3.3.1. DOSIS EXPUESTA SOLO UNA VEZ

Las manifestaciones clinicas de intoxicacion por tetracloruro se dan
en las 24 horas produciendo dafios gastrointestinales, asi como
también danos neurolégicos. El daio al higado se da después de las
24 horas. En los casos mas graves se genera ascitis y coma hepatico
que por lo general van acompanado de hemorragia. La afectacion a
los rinones se da entre 2 dias a 3 semanas después de ocurrida la

intoxicacion.46

2.2.3.3.2. EXPOSICIONES REPETIDAS

Un grupo de personas estuvieron expuestas al tetracloruro de
carbono en diferentes concentraciones, en las cuales fueron
subdivididas en tres grupos los cuales dependian del tiempo de la
actividad: menores a 1 afio, de 1 a 5 afos, mayores a 5 afios que
ingerian el mismo porcentaje de alcohol. A las pruebas
hematologicas se encontré cambios a nivel de la hemoglobina,
glébulos rojos y hematocrito en el grupo de exposicion media,
también las actividades de y-glutamiltransferasa y fosfatasa alcalina
en cloruro de sodio. En el grupo de baja exposicidén se evidencio que
el hematocrito disminuyo de forma significativa. En el grupo de alta
exposicion no se observ cambios. Las personas expuestas durante
2 afnos aproximadamente al compuesto presentaron sintomatologia
de nauseas, falta de apetito, vémitos, flatulencia, mareos y malestar

general.*’

2.2.3.3.3. EFECTOS LOCALES SOBRE LA PIEL Y LAS
MEMBRANAS MUCOSAS

En un ensayo tres personas introdujeron el dedo pulgar dentro del
tetracloruro de carbono por un periodo de 30 minutos lo cual genero
un leve eritema el cual retrocedié en un periodo de 1 o 2 horas
después de estar en contacto con el compuesto. Las personas
refirieron tener la sensacién de dolor en el dedo en los primeros 10

minutos.4’
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2.2.3.3.4. EFECTOS ALERGENICOS

Un estudio refiere que una femenina hizo uso de una locién anti-
grasa para el cuero cabelludo el cual tenia como componente 100
gramos de tetracloruro de carbono, lo cual genero una dermatitis en

un periodo posterior a las 48 horas.*’

2.2.3.3.5. TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION Y EL
DESARROLLO

Se ha hallado una sola publicacion, en la cual se estudiaron 11
muestras de sangre tomadas a madres e hijos después del
nacimiento. En el cual se encontr6 el mismo nivel de tetracloruro de
carbono en madres tanto como en sus hijos, lo cual refiere que el

compuesto puede atravesar la barrera placentaria.*’

2.2.3.3.6. EFECTOS CARCINOGENOS

En un estudio epidemioldgico que se hizo en la industria del caucho
en una muestra de 7000 personas los cuales fueron estudiados por
un periodo de 10 afos, se indujo que el tetracloruro era quien
generaba cancer. Asi como también la leucemia linfatica y
linfosarconas en los trabajadores estaban relacionada con la

exposicion al compuesto.*”

2.2.3.4. TRANSTORNOS HISTOPATOLOGICOS POR
TETRACLORURO DE CARBONO

Hay un 90% de lesiones de la célula, aqui tenemos a la intoxicacion
por tetracloruro de carbono la cual es una sustancia lipoquimica que
tiene mayor predominio por los lipidos, a las cuales hidroliza. Cuando
estas células sufren intoxicacidn por aspirar tetracloruro de carbono,
se genera una alteracién de hepatocitos y la membrana celular se va
a diluir porque es lipofilica, es por ello que se hace permeable y se

genera una hinchazon de la célula.*®
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2.2.3.4.1. LESIONES REVERSIBLES O DEGENERACIONES

Es un tipo de afeccion submortal o subletal la cual tiene alteraciones
bioquimicas y en su estructura, si se administra oxigeno a la célula
puede regenerarse pero si ya hubo afeccion a nivel del lisosoma

pasa a ser una necrosis.*®

CLASES DE DEGENERACION CELULAR

o TUMEFACCION CELULAR: Se produce cuando las células
se llenan de agua generando una aciddfila citoplasmica, y la
célula va a hincharse debido a que es permeable, afecta al
corazon, los rifones, higado, musculo esquelético, piel vy
mucosas.*?

. DEGENERACION VACUOLAR O HIDROPICA: se genera
después de la tumefaccion celular, y aqui la célula presenta
vacuolas en su citoplasma, espacios o huecos generados por el
ingreso del agua, los 6rganos afectados son el rifidn, corazon,
musculo esquelético, piel y mucosas.

o DEGENERACION GRASA: se le conoce también como
infiltracién grasa, metamorfosis grasa o esteatosis grasa, se
define como la alteracion del metabolismo de lipidos en una célula

que esta lesionada. Afecta a higado, corazon vy rifiones.*

2.2.4. TRANSAMINASA HEPATICA
Son enzimas que tienen un rol metabdlico dentro de algunas células, se
encuentran en los diversos tejidos de algunos 6rganos tales como el higado,
el corazén, el rindn, los musculos, entre otros. La cantidad de transaminasa
en la sangre se vera reflejada en la actividad del higado y corazén. '®
Las principales transaminasas son las hepaticas como:
o Glutamato-piruvato transaminasa (GPT) o] alanina
aminotransferasa (ALT): generalmente esta ubicado en el citosol del
hepatocito, en riidn y también un poco en glébulos rojos y musculos

estriados.%"

pag. 39



o Glutamato-oxalacetato  transaminasa (GOT) o aspartato
aminotransferasa (AST): se localiza principalmente en el higado, pero
también en el miocardio, musculo esquelético, riidn, cerebro, pancreas,
pulmones, leucocitos y eritrocitos.%’

o Fosfatasa alcalina (ALP): Se encuentra en el higado, huesos,
intestinos, placenta y en diversos tejidos que tienen relacién con los

tumores.>’

2.2.4.1. NIVELES DE TRANSAMINASAS EN LA SANGRE

Las transaminasas son de gran importancia para poder diagnosticar
algunas enfermedades relacionadas con el higado. Los niveles de
aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa y fosfatasa
alcalina poseen valores predeterminados y normales, pero si sufren
algun dafo esto es debido a la falta de permeabilidad de la membrana

celular quien deja libre a las enzimas en el torrente sanguineo.®’

2.2.4.2. PAPEL IMPORTANTE DE LA TRANSAMINASAS EN EL
METABOLISMO

El nitrégeno ingresa al cuerpo humano a través de aminoacidos,
proteinas y amoniaco fijado por las nitrogenasas de las bacterias
pertenecientes al intestino y glutamina. La glutamina sintasa cambia el
amoniaco a glutamato y glutamina y las transaminasa dan a sus grupos
amino y amido a otros esqueletos del carbono por reacciones de
transaminacioén y transamidacion.*’

La reaccion de transaminacion se da a nivel del citosol y mitocondrias.
Son reversibles y pueden usarse los a-cetoacidos, el sentido de la
reaccion es determinada por la concentracién de productos y reactivos
hepaticos ya que aqui los metabolitos estan proximos a estar
equilibrados.*”

La alanina aminotransferasa es de gran importancia en la catalisis de
reacciones que transfieren carbono y nitrégeno del musculo esquelético
a la zona hepatica en forma de alanina. A nivel del musculo esquelético

el piruvato actua como receptor de un grupo amino y se convierte en
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alanina, que se transporta mediante la sangre hasta el higado, en donde
la alanina aminotransferasa transfiere el grupo amino al a-cetoglutarato,
regenerando el piruvato que puede acoplarse a la glucogénesis como
una fuente de carbono, la glucosa sobrante se puede anadir nuevamente
al musculo. Este es el ciclo de la glucosa-alanina lo cual permite poder

eliminar el nitrégeno del musculo esquelético en forma de urea.*’

2.2.5. PERFIL HEPATICO
Los valores que se encuentren en los analisis clinicos van a servir para poder
determinar la funcionabilidad del higado:

Utilidad de las pruebas de funcion hepatica:

Determinacion de la lesion hepatica

Diferencia entre citdlisis y colestasis

Diagnosticar el dafio de gravedad y el pronostico

Seguimiento de la enfermedad y evaluacion del tratamiento.*’

2.2.5.1. FOSFATA ALCALINA
Se puede examinar que hay un aumento de la fosfatasa debido a la
separacion electroforética de sus isoenzimas cuando se da la gestacion,
pero con mayor énfasis en el tercer trimestre debido al aumento de la
enzima placentaria.%?
En las patologias:

e Con origen 6seo: se da debido a la actividad osteoblastica

e Con origen hepatico: se produce debido a la colestasis.5?

2.2.5.2. NUCLEOTIDASA (5-NT)

Es un tipo de proteina la cual proviene del higado, se puede realizar
evaluacion para ver la cantidad®® de nucleotidasa a nivel de la sangre y
si tiene un aumento es porque podemos estar frente a una colestasis

intra 0 extrahepatica, enfermedades hepatobiliares y cancer de higado.%?
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2.2.5.3. TIEMPO DE PROTROMBINA Y RESPUESTA A LA
VITAMINA K

El tiempo de protrombina es lo que tarda en generarse la coagulacién de
un plasma cuando se afade trombina, esta aumentada en el déficit de
los factores de coagulacién Il, V, VIl y X. El factor VIl es el que tiene una
durabilidad menor, pero con mayor déficits se deprime la produccién del
factor I y X y es por ello que también se alargara el tiempo de
tromboplastina parcial activa.53

Por lo general estos factores viene a ser vitamina K dependientes y de
sintesis del higado, su analisis es de gran importancia para poder
evaluar la funcién del higado, controlar el tratamiento con la ayuda de
anticoagulantes via oral de tipo cumarinico, pero teniendo en cuenta que
el tiempo de protrombina no es sensible para déficit de factores VIII, IX,
Xl, XI1.53

2.2.5.4. EXAMEN DE ALBUMINA SERICA

La albumina representa entre el 55% a 65% de las proteinas
plasmaticas. Cumple funciones tales como poder equilibrar la presion
coloidosmatica a nivel del plasma, transportar y almacenar ligandos,
también sirve como fuente endégena de aminoacidos.%

La albumina tiene la capacidad de fijar y desdoblar diversos compuesto
tales como la bilirrubina, el calcio y acidos grasos de cadena larga, fija
iones de metales pesados tdxicos y diversos farmacos.%*

Cuando se determina la albumina se puede hacer un seguimiento de
pacientes que estén con dieta controlada y poder asi realizar un buen

test de funcionamiento hepatico.%*

2.2.5.5. EXAMEN DE FOSFATA ALCALINA SERICA

La alcalina sérica tiene etiologia en diversos 6rganos del cuerpo
humano, pero tiene mayor énfasis a nivel de higado, tejido 6seo e
intestino. Aumenta su nivel frente a enfermedades del higado, en el

crecimiento de los infantes y en el tercer trimestre del embarazo. Es de

pag. 42



gran relevancia determinarla para asi poder diagnosticar enfermedades

Oseas tales como osteitis deformante, hipo paratiroides y neoplasias.'®

2.2.5.6. EXAMEN DE LACTATO DESHIDROGENASA

El lactato deshidrogenasa es una enzima tetramerica la cual esta
formada por la combinacion de dos tipos de cadenas diferentes: Hy M,
las cuales pueden mezclarse de forma diferente generando a cinco
isoenzimas. Los niveles séricos del lactato deshidrogenasa son
visualizados en algunos cuadros clinicos como las anemias
megaloblasticas, infarto de miocardio y pulmonar, enfermedad o

congestidon hepatica, hemolisis, entre otros.’

2.2.6. BRASSICA OLERACEA L.

Se le conoce comunmente como col silvestre, es una planta que pertenece
al género Brassica nativa, es un tipo de cultivo que tiene gran tolerancia a
ambientes con gran cantidad de sal y yeso, tiene un habitat de caliza

maritimos y acantilado.>®

2.2.6.1. ETIMOLOGIA
Su etimologia proviene de la costa sur y del oeste de Europa, con mayor

predilecto en zonas de litorales y costeras.>®

2.2.6.2. HISTORIA

La Brassica oleracea L. ha tenido gran importancia desde mucho antes
en todo Europa la cual era muy comun entre los espafoles y griegos la
cual era utilizada para comidas publicas y también lo usaban como
remedio medicinal. Catén la menciona en su obra “De re rustica” como
alternativa médica para tratar trastornos intestinales y pulmonares, pero
haciendo un mayor énfasis en las mujeres que daban de lactar para que

asi puedan aumentar su produccién.®”
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No se sabe con exactitud en que momento llego a América, pero tuvo
una gran importancia y fue una de las pocas plantas aceptadas gracias

a los nativos ya que era una planta silvestre comestible.%’

2.2.6.3. CLASIFICACION TAXONOMICA

o Reino: Plantae

o Division: Magnoliophyta
o Clase: Magnoliopsida

o Subclase: Dillenidae.

o Orden: Capparales.

o Familia: Brassicaceae.
. Género: Brassicca.

° Especie: Brassica oleracea L.

2.2.6.4. DESCRIPCION BOTANICA

La Brassica oleracea L. existe en diversas tonalidades del color verde,
pero también hay en colores rojos o purpuras. La forma tipica de esta col
va a variar de redondeado a plano o también puede ser puntiagudo. Las
hojas de esta especie es multicolor y estan cubiertas por una capa de
cera que no permite ingresar agua.®’

La parte que se puede comer esta conformada por hojas, tallos o
inflorescencia. Esta especia presenta glucosinato, el cual se da por
algunos cambios bioquimicos, con un olor y sabor caracteristico. Cuando
se consume altas concentraciones esto puede bloquear el suministro del

yodo lo cual generara un aumento glandular conocido como bocio.%’

2.2.6.5. PARTES USADAS DEL REPOLLO

2.2.6.5.1. RAIZ
El tallo tiene un sistema radical profundo, pivotante pero que con el

tiempo se vuelve superficial, la cual limita la capacidad para explorar
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del suelo, generando que la planta requiera de la presencia del

agua.®®

2.2.6.5.2. TALLO

El tallo en los primeros 365 dias tiene una consistencia lechosa por
lo que no tiene ramificaciones y no llega a medir mas de 30
centimetros, esto es debido a que el crecimiento en longitud se

paraliza en el inicio del desarrollo.%®

2.2.6.5.3. HOJAS

El punto de crecimiento sigue formando primordios foliares y una
roseta de hojas. Las primeras hojas son de facil desprendimiento y
tienen un tamano de 45 centimetros de largo y 35 centimetros de
ancho y cortamente pecioladas.

Sigue un proceso continuo de formacion y crecimiento las hojas
jévenes, en el cual se dara formacién de cabeza la cual esta

conformada por hojas pertenecientes al 6rgano de consumo.%®

2.2.6.6. COMPOSICION QUIMICA

Agua 90%, hidratos de carbono 4% (fibra 1%), proteinas 3.3%, lipidos
0.3%, potasio 228 mg/100g, sodio 18 mg/100g, fosfato 4mg/100g, calcio
40mg/100g, hierro 1mg/100g, vitamina C 65mg/100g y vitamina A 0.8
mg/100g.%8

2.2.6.7. REQUERIMIENTOS ECOLOGICOS

La Brassica oleracea L. se adapta a una altitud de 1000m.s.n.m. a 3100
m.s.n.m., en un clima calido y subcalido, de preferencia que sea
templado o frio, con una precipitaciéon de 700 a 1500 mm, su temperatura
optima esta entre 12°C a 18°C, soportando un minimo de 10°C y maximo
de 27°C, requiere entre 4 a 8 horas diarias de sol, con una humedad de
entre 90 a 95%.58
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2.3. FORMULACION DE HIPOTESIS

2.3.1 Hipétesis general.

El extracto etandlico de la Brassica oleracea L. (Col Morada) posee efecto
hepatoprotector en ratas con dafio hepatico inducido con tetracloruro de

carbono.

2.3.2 Hipétesis especifica.

1. Existen algunos metabolitos en el extracto etandlico de la Brassica

oleracea L. (Col Morada).

2. Existe una concentracion optima del extracto etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) que posee efecto hepatoprotector en ratas con

dafo hepatico inducido con tetracloruro de carbono.

3. El extracto etandlico de la Brassica oleracea L. (Col Morada) posee efecto
hepatoprotector comparado con Silimarina en ratas con dafio hepatico

inducido con tetracloruro de carbono.

2.4. VARIABLES

Tabla N°01: Operacionalizacién de Variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
INDEPENDIENTE: | ¢ Marcha de e Solubilidad
Extracto etandlico Solubilidad (H++, ++, +,-)

de la Brassica

oleracea L. (Col |e Tamizaje ¢ Identificaciéon de metabolitos
Morada) fitoquimico (+++, ++, +, -)
DEPENDIENTE: . e Transaminasa Glutdmico
e Perfil hepatico
Efecto Oxalacética
Hepatoprotector
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e Transaminasa Glutamico
Piravica

e Fosfatasa Alcalina

e Proteinas Totales

e Albuminas

e Globulinas

2.5. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.

a) Hepatocito: Son células parenquimatosas del higado que conforman el 80%
de este érgano, forman estructuras tridimensionales simulando la forma de una
esponja; entre sus cualidades esta su gran capacidad de proliferacion y de

reparacion. >°

b) Biopsia hepatica: Se refiere al proceso quirurgico que consiste en realizar
una puncion del higado para extraer una pequefna nuestra de este tejido para su

posterior estudio para detectar o descartar una enfermedad o afeccion. 60

c) Silimarina: Es una hierba tradicional antioxidante usada para tratar los
desordenes del higado ya que elimina los radicales libres y regula el metabolismo
del glutation. Tiene aproximadamente 3 veces mayor potencial que la vitamina E

resguardando el higado del dafio por farmacos. ¢

d) Brassica olearacea L. : Llamada comunmente como Col morada, col
lombarda o repollo morado es una hortaliza de variadas propiedades
beneficiosas para nuestra salud, entre ellas la mas destacable es su capacidad

antioxidante debido a su gran contenido de antocianinas.®?

e) Hepatoprotector: Es aquella sustancia que tiene la capacidad de proteger el

higado de algun dafio externo y elevar las transaminasas. 83
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f) Perfil hepatico: Bateria de analisis realizados en sangre para saber el
funcionamiento del higado, ademas de conocer si este se encuentra frente a una

infeccion, lesion e inflamacion.®4
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

3.1.1. Tipo

Aplicada porque busca actuar sobre un problema de la realidad concreta.

3.1.2. Diseno de la investigacion.

El disefo utilizado fue de tipo experimental y transversal, es decir se realizd
una manipulacion intencional en las variables, para luego observar el efecto

que la manipulacién tiene sobre la variable.

3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 Poblaciéon

Ratas albinas de la cepa Hotlzman machos, adquiridos en el Bioterio de la

Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2.2 Muestra

Treinta (30) ratas albinas divididas en seis grupos, cada grupo conformado

por cinco ratas, con peso entre 220 g. + 50 g, de tres meses de edad.

Tabla N°02: Criterios de Inclusién y Exclusion

Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion
Ratas albinas machos Ratas albinas hembras
Ratas con peso entre 220 g. £50 g Ratas con peso mayor a 270g y

menor a 170g

Ratas adquiridas en la Universidad | Ratas adquiridas en otros centros

Nacional Agraria La Molina
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3.2.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

La técnica para la recoleccion de datos empleada en la presente
investigacion fue la observacional, en donde se extrae los datos
determinados fendmenos y se restringe la participacion de los

investigadores.

3.2.4. Descripcion del Instrumento.

El instrumento fue una ficha de observacion ad-hoc (Ficha de recoleccion de
datos) elaborada por los investigadores, basandose en los indicadores

establecidos.

3.2.5. Validacion del instrumento.

El instrumento empleado fue viable, econdmico y sencillo en su estructura al
poseer dos hojas. La validez de contenido se obtuvo mediante la evaluacion
por juicio de 3 expertos, quienes fueron: Mg. Oscar Flores Lopez, Mg. Pinedo
Pérez Neuman y Dr. Pablo Bonilla Rivera.

Los jueces calificaron las caracteristicas del instrumento por medio de una
ficha de validacién por expertos (anexo 06), para lo que se le entregé a cada
uno la matriz de consistencia interna del estudio (anexo 01); las
puntuaciones obtenidas por la evaluacion de cada uno de los jueces
validadores fueron integradas en la matriz de validacién por jueces (anexo

07), lo que permitié obtener la validez de contenido global.

3.2.6. Técnicas de procesamiento y analisis de datos.

Para desarrollar el analisis de nuestros datos, emplearemos la media
aritmética y la desviacion estandar en cada una de las variables del perfil
hepatico; posteriormente haremos el analisis de varianza (ANOVA) para un
factor; con el objetivo de determinar si hay diferencias significativas entre las

medias para la variable evaluada en los distintos grupos y finalmente de
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existir diferencias estadisticamente significativas , la prueba de Tukey que
permitié identificar entre que grupos existen estas diferencias. El software

estadistico con el que se realiza estos calculos es el MINITAB.

3.3 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS.

3.3.1 Material bioldgico:

e Animal de experimentaciéon: Ratas Hotlzman albinos machos de
220 g £ 51 g. de peso, obtenidos del Bioterio de la Universidad Nacional

Agraria La Molina.

e Muestra vegetal: Extracto etandlico de las hojas de Brassica
Oleracea L.

3.3.2. Equipos

Tabla N°03: Equipos utilizados en la investigacion

N° Equipos

1 Balanza Analitica

2 Balanza

3 Estufa

4 Lampara UV

5 Equipo de filtracion con bomba de vacio

3.3.3. Materiales de vidrio

Tabla N°04: Materiales de Vidrio

N° Materiales de vidrio
1 Tubos de ensayo

2 Tubos de ensayo tapa rosca

3 Pipetas de 1 mL, 2 mL, 5mL y 10 mL.
4 Baquetas

5 Beacker
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6 Cubeta para cromatografia
7 Frascos de color ambar

8 Frascos

9 Capilares

10 | Bandeja Pyrex

3.3.4. Reactivos

Tabla N°05: Reactivos

N° Reactivos
1 Etanol

2 Agua Destilada

3 Cloroformo

4 Metanol

5 Eter Etilico

6 | Acido Sulfarico

7 Reactivo de Dragendorff

8 Reactivo de Mayer

9 Reactivo de Wagner

10 Reactivo de Sonnenschein
11 Reactivo de Fehling A

12 Reactivo de Fehling B

13 Reactivo de Benedict

14 Reactivo de Shinoda

15 Reactivo de Lieberman — Buchard
16 Reactivo de Rosenheim
17 Reactivo de Borntrager

18 Gelatina

19 Cloruro triferrico

20 | Eter de Petrdleo

3.3.5. Equipos de Protecciéon Personal
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Tabla N°06: Equipos de proteccidon personal

N° Equipos de Proteccion personal (EPPs)

Mascarillas

Tocas o gorros descartables

1
2
3 Guardapolvo
4

Guantes de Nitrilo

3.3.6. Materiales de Adaptacion

Tabla N°07: Materiales de adaptacion

N° Materiales de adaptaciéon
1 Jaula con rejas de acero

2 Alimento balanceado

3 Bebedores

4 Viruta estéril

3.3.7. Otros materiales

Tabla N°08: Otros materiales

N° Otros Materiales

Propipeta
Gradillas
Papel kraft

Papel filtro

Cromatoplacas

| O Al WO N| =

Tubos de ensayo con tapdn roja para pruebas

bioldgicas

N

Jeringasde 1 mLy 5 mL

8 Agujas de 21

9 Frascos de plastico para muestras
10 Cooler

11 Lapiceros
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12 Marcadores (negro, azul, rojo y verde.)

13 Algodén estéril

14 Estuche de diseccion
15 Tijera

16 Camara digital

17 Pafos yes

3.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTALES
3.4.1 Preparacion del Extracto
3.4.1.1. Recoleccion.

Se recolectaron hojas frescas de la Brassica oleracea L. (Col morada),
procedentes del departamento de Junin en la ciudad de Tarma a 3050

m.s.n.m. Durante el mes de febrero del 2018.

3.4.1.2 Certificacion de la Muestra vegetal.

La especie botanica fue certificada por el Bidlogo Hamilton Beltran del

Museo Botanico, autorizado por el INRENA.

3.4.1.3 Secado de la Muestra vegetal

Una vez obtenida la muestra se procedio a limpiarla y lavar las hojas de
Brassica oleracea L. (Col Morada) con agua potable para retirar los
residuos de tierra. El secado de las hojas fue natural, se realizé en un

ambiente seco y bajo sombra por 14 dias. (Metodologia de Kuklinski).®®

3.4.1.4 Maceracion de las hojas de las hojas de Brassica oleracea
L.
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Las hojas secas fueron envasadas en seis frascos ambar de 1000 mL
de boca ancha, se le anadio alcohol de 96° hasta cubrirlo por completo,
se dejé macerar por 21 dias. Durante este tiempo de maceracion se fue

agitando 2 veces al dia.

3.4.1.5 Filtrado del macerado del extracto etanodlico

El macerado se filtré con ayuda de un equipo de filtracién con bomba al

vacio obteniéndose el extracto etandlico.

3.4.1.6 Secado del extracto etandlico

Finalmente, el extracto se colocé en bandejas Pyrex y se llevo a secar a
la estufa a 40°C. Al producto obtenido se le denomino extracto seco.
Luego el extracto seco fue colocado en un frasco de vidrio de color

ambar para conservarlo en refrigeracion.

Recoleccion de Seleccion de

las hojas de Col ' Lavado
Morada las hojas
Filtrado Macerado Secado
Secado Extracto seco

Figura N°01: Flujograma de la extraccion del extracto etandlico

de la Brassica oleracea L. (Col Morada)
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3.4.2 Marcha de solubilidad

Esta marcha de solubilidad sirve para identificar en que solvente es mas
soluble el extracto seco de la Brassica oleracea L. “Col Morada”. Se utilizaron
cinco tubos y en cada uno, un solvente diferente (metanol, cloroformo,

etanol, agua y éter de petréleo), para observar la solubilidad.

Figura N°02: Ensayo de Solubilidad del extracto etandlico de la

Brassica Oleracea L. (Col morada)

3.4.3. Tamizaje fitoquimico

Se desarrolla para la deteccion de los diferentes constituyentes quimicos en
las plantas, realizando una extraccidon con solventes apropiados.

Se realizé en el laboratorio de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega
segun la Metodologia de Olga Lock de Ugaz ©®.

3.4.3.1. Determinacion Alcaloides

a. Reaccién de Dragendorff

Se colocé 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se agregd una
mezcla de yoduro de bismuto y potasio, y se afiadié 2 gotas de Acido
Clorhidrico 1%, se observd un precipitado color rojo ladrillo indicando

la presencia de alcaloides.
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b. Reaccion de Mayer

Se colocé 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se agrego una
mezcla de yoduro de Mercurio y Potasio. Se observd una leve
presencia de precipitado blanco en el tubo de ensayo, indicando la

presencia de alcaloides.

c. Reaccion de Wagner

El reactivo de Wagner es una solucién de yoduro de potasio y yodo.
Que al reaccionar con los alcaloides dan precipitados floculentos de
color marrén a pardo oscuro.®

Se colocé 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se agreg6 0,5
mL del reactivo de Wagner, el cual produce un leve precipitado

marron, dando asi positivo para este ensayo.

3.4.3.2. Determinacion de Taninos

Reaccién de Gelatina 1%

La gelatina es una proteina, la cual tiene la propiedad de detectar a
los taninos, al unirse a estos polifenoles da como resultado un
precipitado blanco.®”

Se colocé 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se llevd a
concentrar a sequedad y se agregd 1 mL de agua destilada, luego se
le agrego 2 gotas de Gelatina 1%, el cual produce un leve precipitado

blanco, dando asi positivo para este ensayo.

3.4.3.3. Determinacion de Carbohidratos

a. Reaccion de Fehling

El reactivo de Fehling consiste en dos soluciones: Fehling A (sulfato
de cobre) y Fehling B (Sal de Seignette), estan separadas para
prevenir la formacién del precipitado del hidroxido de cobre. Que al
reaccionar con una forma de aldehido se reduce a un grupo carboxilo
y oxido de cobre, dando un precipitado rojo. Esta reaccidén determina

la presencia de azucares reductores.5”
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Se colocé 0,5 mL de la muestra en un tubo de ensayo. Se mezclé 3
mL de Fehling Ay B. Luego se agregd 1mL de la mezcla a la muestra
y se llevd a bafo maria. No se observéd un precipitado rojo del 6xido

de cobre.

b. Reaccion de Benedict

El reactivo de Benedict es una solucién de sulfato de cobre I,
carbonato de sodio y citrato de sodio. Que al reaccionar con una
azucar ocurre una reacciéon de oxidacion, ya que el cobre |l se reduce
a oxido de cobre |, formando una precipitacion de color rojo.%”

Se colocod 0,5 mL de la muestra en un tubo de ensayo y se agrego
NaOH 3M, para obtener un pH entre 9 y 10, luego se agregd 4mL del
reactivo de Benedict y se llevo a bafio maria. No se observo un

precipitado rojo del 6xido de cobre |.

3.4.3.4. Determinacion de Compuestos Fenolicos

Reaccion de Tricloruro Férrico

Reactivo de Tricloruro Férrico, detecta la presencia de fenoles, se
considera positivo cuando da coloraciones de verde a marrdn
(derivados de catecol) y coloraciones azuladas (derivados de
pirogalol) 66,

Se colocd 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo y se agrego 2
gotas de Tricloruro Férrico al 5%. Se observo la coloracion verde

OSCuro.

3.4.3.5. Determinacion Triterpenos y Esteroides

Reaccion de Lieberman -Buchard

El reactivo de Lieberman- Burchard esta constituido por una reaccién
entre acidos fuertes, los cuales son: el acido acético, anhidrido acético
y acido sulfurico.®® Esta reaccion sirve para la deteccion de colesterol.
Se colocd 0,5 mL de la muestra en un tubo y se agreg6 3 gotas de

acido acético y 3 mL de anhidrido acético, se mezcld. Luego se afnadio
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3 gotas de acido sulfurico concentrado. Se observo la coloracion azul

verdosa, significando positiva la reaccion.

3.4.3.6. Determinacion de Flavonoides

Reaccién de Shinoda

El reactivo de Shinoda o reaccién de cianidina, detecta a flavonoides,
se considera positivo cuando da coloracion rojiza, naranja o violeta.®®
Se colocd 1 mL de la muestra en un tubo y se agreg6 un trocito de
limadura de magnesio, luego se le agrego lentamente 3 gotas de acido
clorhidrico concentrado. Se observo la coloracion rojiza, significando

positivo la reaccion.

3.4.3.7. Determinacion de Antocianécidos

Reaccion del Acido Sulftrico concentrado

El reactivo de Acido Sulfurico concentrado, detecta flavonas y
flavonoles (coloracion amarilla), chalconas y auronas (coloracion rojo
guinda a rojo azulado) y flavanonas (coloracion anaranjada a guinda).
66

Se colocéd 1 mL de la muestra en un tubo y se agregdé lentamente 3
gotas de acido sulfurico concentrado. Se observo la coloracion rojiza,

significando positivo la reaccion.

3.4.3.8. Determinacion de Quinonas

Reaccién de Borntranger
La reaccion de Borntrager detecta la presencia de antraquinonas.
Consiste en agregar una solucion alcalina, la cual reaccionara dando
una coloracion rojiza, anaranjada o rosada, dependiendo la intensidad
detectada del metabolito.®®
Se coloco 2 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se lleva a

concentrar a sequedad, y se anadié 0,5 mL de tolueno, luego se le
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agrega 1 mL de Hidréxido de sodio al 5%. Se observo la coloracion

anaranjada.

3.4.3.9. Determinacion de Saponinas

Prueba de espuma
Se colocd 1 mL de la muestra en un tubo tapa rosca y se agregé 2 mL
de agua purificada, se procedié a sacudir por 30 minutos. No se

observo presencia de espuma.

3.4.4. Actividad Hepatoprotectora del Extracto etandlico de Brassica
oleracea L.

3.4.4.1. Animales de experimentacion

Los animales utilizados fueron ratas machos, que fueron acondicionados
en el Bioterio de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, se emplearon 30 ratas de la cepa Holtzman, agrupados en 6
grupos (5 ratas para control negativo, 5 ratas para control positivo sin
tratamiento, 5 ratas con tratamiento de silimarina, 5 ratas con tratamiento
de extracto al 500 mg/kg, 5 ratas con tratamiento con extracto al 1000
mg/kg y 5 ratas para tratamiento con extracto al 2000 mg/kg). Las ratas
tenian 3 meses de edad y fueron aclimatadas a 14 dias antes de iniciar
el experimento, con ciclo de luz y oscuridad de 12 horas, con

temperatura de 25 + 1°C, humedad relativa de 55 + 5%, agua y alimento.

3.4.4.2. Preparacion de la dosificacion

Las ratas fueron pesadas inicialmente para realizar los calculos de la

dosificacion.

Tabla N°09: Peso promedio de cada grupo

Peso promedio
N° Grupo
Inicial
Grupo 1 Control negativo 184.,6
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Grupo 2 Control positivo 258,2
Grupo 3 CCL4 + Silimarina 192,2
Grupo 4 CCL4 + extracto al 500 mg/kg 219,4
Grupo 5 CCL4 + extracto al 1000 mg/kg 234,6
Grupo 6 CCL4 + extracto al 2000 mg/kg 200,6

3.4.4.2.1 Preparacion de la Administracion del Tetracloruro de

Carbono (CCL4)

Se preparo tetracloruro de carbono de 0,2 mL/Kg, disuelto en aceite

de olivo en relacién 1:1 respectivamente.

e Dosis para el Grupo 2 (Control Positivo)
0,2mL — 1000 g
xmL — 2582g¢g
x = 0,05 mL de Tetracloruro de carbono
Se le agrega 0,05 mL de aceite de olivo, total de dosis por rata
0,1 mL por dia.
e Dosis para el Grupo 3 (CCL4 + Silimarina)
0,2mL — 1000 g
xmL — 192)2¢g
x = 0,04 mL de Tetracloruro de carbono
Se le agrega 0,04 mL de aceite de olivo, total de dosis por rata
0,08 mL por dia.
e Dosis para el Grupo 4 (CCL4 + extracto al 500 mg/kg)
02mL — 1000 g
xmL — 2194¢g
x = 0,04 mL de Tetracloruro de carbono
Se le agrega 0,04 mL de aceite de olivo, total de dosis por rata
0,08 mL por dia.
e Dosis para el Grupo 5 (CCL4 + extracto al 1000 mg/kg)
0,2mL — 1000 g
xmL — 2346g

x = 0,05 mL de Tetracloruro de carbono
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Se le agrega 0,05 mL de aceite de olivo, total de dosis por rata
0,1 mL por dia.
e Dosis para el Grupo 6 (CCL4 + extracto al 2000 mg/kg)
0,2mL — 1000 g
xmL — 200,6g
x = 0,04 mL de Tetracloruro de carbono
Se le agrega 0,04 mL de aceite de olivo, total de dosis por rata
0,08 mL por dia.

3.4.4.2.2 Preparacioén de la Administracion de la Silimarina

Se preparo Silimarina al 25 mg/Kg.

e Dosis para el Grupo 3 (CCL4 + Silimarina)
25mg — 1000 g
xmg — 1922¢g

x = 4,81 mg de Silimarina

Se le administro 4,81 mg de Silimarina por dia cada rata.

3.4.4.2.3 Preparacion de la Administracion del Extracto de
Brassica Oleracea

e Dosis para el Grupo 4 (CCL4 + extracto al 500 mg/kg)
500mg — 1000g
xmg — 2194g
x = 109,7 mg de extracto seco por rata
Se pesd 109,7 mg del extracto seco, y se disolvio en 0,4 mL de

agua para administrarle a la rata.

Cantidad por grupo:
109,7 mg de extracto seco x 5 ratas x 5 dias
= 2742,5mg de extracto seco por grupo

0,4 mL x 5 ratas x 5 dias = 10 mL agua destilada
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Se peso6 2742,5 mg del extracto seco, y se disolvié en 10 mL de

agua para administrarle al grupo 4.

e Dosis para el Grupo 5 (CCL4 + extracto al 1000 mg/kg)
1000mg — 1000 g
xmg — 2346g
x = 234,6 mg de extracto seco por rata
Se peso6 234,6 mg del extracto seco, y se disolvio en 0,8 mL de

agua para administrarle a la rata.

Cantidad por grupo:

234,6 mg de extracto seco x 5 ratas x 5 dias= 5865 mg de extracto
Seco por grupo

0,8 mL x 5 ratas x 5 dias= 20 mL agua destilada

Se peso6 5865 mg del extracto seco, y se disolvidé en 20 mL de agua

para administrarle al grupo 5.

o Dosis para el Grupo 6 (CCL4 + extracto al 2000 mg/kg)
2000mg — 1000 g
xmg — 200,6g
x = 401,2mg de extracto seco por rata
Se peso6 401,2 mg del extracto seco, y se disolviéo en 1,6 mL de

agua para administrarle a la rata.

Cantidad por grupo:

401,2 mg de extracto seco x 5 ratas x 5 dias= 10030 mg de extracto
Seco por grupo

1,6 mL x 5 ratas x 5 dias= 40 mL agua destilada

Se pes6 10030 mg del extracto seco, y se disolvido en 40 mL de

agua para administrarle al grupo 6.
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Tabla N°10: Esquema de los grupos

N° Grupo Sustancias Cantidad
Control
Grupo 1 . Agua destilada + alimentacion 5
negativo
Control CCL40,2 mL/kg + agua
Grupo 2 5
positivo destilada
CCL4+ CCL40,2 mL/kg + Silimarina
Grupo 3 5
Silimarina 25mg/kg/dia
CCLs+ CCL40,2 mL/kg + Extracto de
Grupo 4 extracto al Brassica Oleracea 5
500 mg/kg 500mg/kg/dia
CCL4+ CCL40,2 mL/kg + Extracto de
Grupo 5 extracto al Brassica Oleracea 5
1000 mg/kg 1000mg/kg/dia
CCL4+ CCL4 0,2 mL/kg + Extracto de
Grupo 6 extracto al Brassica Oleracea 5
2000 mg/kg 2000mg/kg/dia

¢Grupo control negativo: No se le administro el tetracloruro de
carbono.

eGrupo positivo sin tratamiento: Se le administro 0,1 mL por
orogastrica tetracloruro de carbono diariamente por 5 dias.

¢ Grupo positivo con tratamiento de Silimarina: Se le administro
0,5 mL por canulacién gastrica silimarina y luego de una hora 0,08
mL por orogastrica tetracloruro de carbono diariamente por 5 dias.
¢ Grupo positivo con tratamiento de extracto al 500 mg/kg: Se le
administro 0,4 mL por canulaciéon gastrica extracto de Col morada
(500 mg/kg) y luego de una hora 0.08 mL por orogastrica tetracloruro
de carbono diariamente por 5 dias.

¢ Grupo positivo con tratamiento de extracto al 1000 mg/kg: Se
le administro 0,8 mL por canulacion gastrica extracto de Col morada
(1000 mg/kg) y luego de una hora 0,1 mL por orogastrica tetracloruro
de carbono diariamente por 5 dias.
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¢ Grupo positivo con tratamiento de extracto al 2000 mg/kg: Se
le administro 1,6 mL por canulacién gastrica extracto de Col morada
(2000 mg/kg) y luego de una hora 0,08 mL por orogastrica

tetracloruro de carbono diariamente por 5 dias.

3.4.4.3. Analisis Bioquimico

Las ratas fueron pesadas al quinto dia antes de ser sacrificadas, se
procedié después a tomar la muestra de sangre por puncion cardiaca.
Con ayuda del éter etilico se anestesio a las ratas, se muestreo
aproximadamente 3 mL de sangre con jeringa de 5mL y aguja N°27 en
tubos de ensayo con tapén rojo. Estos tubos fueron transportados en un
cooler hacia el laboratorio de analisis clinico Centro de Apoyo
Diagnostico Villaran, donde se realizaron los siguientes analisis del Perfil
Hepatico:

e Transaminasa Glutamico Oxalacetica

e Transaminasa Glutamico Piruvica

e Fosfatasa Alcalina

e Proteinas Totales

e Albuminas

e Globulinas

3.4.4.4. Analisis Histologico

Después de haber extraido la sangre, se procedi6 a sacrificar a las ratas
por dislocacién cervical y se extrajeron los higados. Los higados fueron
lavados con suero fisioldgico, pesados, observados, conservados en
formol y transportados en un cooler a un Laboratorio de Patologia del
Hospital Guillermo Almenara Irigoyen, donde se realizaron cortes de
aproximadamente 5um con un micrétomo y se les realizdé el

procedimiento de tincion Hematoxilina —Eosina.
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Tabla N°11: Peso promedio final de cada grupo

Peso Intervalo Color del
N° Grupo promedio | del Peso higado
Final del higado
Grupo 1 | Control negativo 208,6 95+25 Marroén
Marrén con
Grupo 2 | Control positivo 264,8 11+1 manchas
blancas
Marrén con
CCLs+
Grupo 3 o 200,8 8,5+15 manchas
Silimarina
blancas
Marrén con
CCL4 + extracto
Grupo 4 223 103 manchas
al 500 mg/kg
blancas
CCL4 + extracto Marrén
Grupo 5 243,8 11+1
al 1000 mg/kg
CCL4 + extracto Rojizo
Grupo 6 215,4 11+1

al 2000 mg/kg
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. RESULTADOS

4.1.1. Resultados de la marcha de solubilidad

Tabla N°12: Ensayo de Solubilidad del extracto etandlico de la

Brassica Oleracea L. (Col morada)

SOLVENTE RESULTADO
Metanol ++
Etanol +++
Cloroformo +
Eter de Petréleo +
Agua Destilada ++

Leyenda:

+++ Muy soluble
++ Soluble

+ Poco Soluble

- Insoluble

Fuente: Elaboracion propia

El extracto etandlico de la Brassica oleracea L. (Col morada) demostro ser

muy soluble en Etanol, soluble en Metanol y Agua destilada, y poco

soluble Cloroformo y éter de Petroleo. Como se aprecia en la Tabla N°12.

4.1.2. Resultados de la marcha fitoquimica

Tabla N°13: Metabolitos del extracto etanédlico de la Brassica

oleracea L. (Col morada).

METABOLITO REACCION RESULTADO
Dragendorff +++
Alcaloides Mayer ++
Wagner ++
Taninos Gelatina ++
Molish ++
Carbohidratos
Benedict +++

pag. 67



Fehling ++
Compuestos Fendlicos FeCls +++
Lieberman -Buchard ++
Triterpenos y Esteroides
Flavonoides Shinoda +++
Antocianosidos H2SO4 concentrado +++
Quinonas Borntrager +
Saponinas Agua (Espuma) -
Leyenda: Fuente: Elaboracidon propia
+++ Abundante
++ Bastante
+ Regular

- Ausencia

En el extracto etandlico de la Brassica oleracea L. (col morada) se realizo

la marcha fitoquimica para la identificacion de los metabolitos, donde se

observé la abundante presencia de Flavonoides, Compuestos Fendlicos

y Antocianosidos, bastante presencia de Alcaloides, Carbohidratos,

Taninos y Triterpenos y Esteroides, regular presencia de quinonas y la

ausencia de saponinas. Como se aprecia en la Tabla N°13.

4.1.3. Resultados de los parametros bioquimicos

4.1.3.1. Transaminasa G. Oxalacetica (TGO)

Tabla N°14: Medias de Transaminasa G. Oxalacetica segun el

Tratamiento

Tratamiento N | Media | oo IC de 95%
Est.

NORMAL 5 | 854 586 | (70.31,100.49)
TETRACLORURO 5 | 1494 | 252 (134.3, 164.5)
SILIMARINA 5 92 2012 | (76.91,107.09)
CCL4 + EXT 500 mg/kg | 5 82 11.02 | (66.91,97.09)
CCL4 + EXT 1000 mg/kg | 5 | 85.8 402 | (70.71,100.89)
CCL4 + EXT 2000 mg/kg | 5 | 826 19.74 | (67.51,97.69)

Fuente: Elaboracién propia
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Enla Tabla N°14, podemos apreciar el resultado de las medias del TGO

en los diferentes grupos de tratamiento. Se observé una similitud en las
medias del TRATAMIENTO NORMAL, SILIMARINA, CCL4 + EXT. 500
mg/Kg, CCL4 + EXT. 1000 mg/Kg y CCL4 + EXT. 2000 mg/Kg.

Posteriormente haremos el ANOVA; para ello nos planteamos la

siguiente hipdtesis:

Método:
Hipdtesis nula:

Hipotesis alterna:

Nivel de significancia:

Todas las medias son iguales
No todas las medias son iguales
a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°15: Analisis de Varianza de TGO

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
TRATAMIENTO | 5 17296 3459.3 | 12.95| 0.001
Error 24 6412 267.2

Total 29 23709

Fuente: Elaboracién propia

El p-valor obtenido es 0.001 < 0.05; por ello rechazamos la hipétesis

nula, esto nos indica que no todas las medias son iguales. Para

determinar cuales son las medias que difieren usaremos la prueba

de Tukey, aplicaremos esta prueba por que las muestras en todos

los casos son del mismo tamano.
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Tabla N°16: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de
las medias del TGO

Diferencia
Diferencia de EE de Valor | Valorp
de las IC de 95%
niveles ] diferencia T ajustado
medias
TETRACLORURO
64 10.3 (32.1, 95.9) 6.19 0.001
— NORMAL
SILIMARINA —
6.6 10.3 (-25.3,38.5) | 0.64 0.987
NORMAL
NORMAL - CCL4
3.4 10.3 (-28.5,35.3) | 0.33 0.999
EXT 500
NORMAL - CCL4
-04 10.3 (-32.3,31.5) | -0.04 0.999
EXT 1000
NORMAL - CCL4
2.8 10.3 (-29.1,34.7) | 0.27 0.999
EXT 2000

Fuente: Elaboracién propia

Podemos apreciar el p-valor obtenido para TETRACLORURO -

NORMAL; es 0.001 < 0.05 con lo cual rechazamos la hipdtesis nula

de igualdad de medias. Pero apreciamos que para SILIMARINA —
NORMAL; NORMAL - CCL4 EXT 500; NORMAL - CCL4 EXT 1000;
NORMAL - CCL4 EXT 2000; los p-valores son > 0.05, con ello

asumimos que no hay diferencias estadisticamente significativas

entre las medias para cada uno de estos grupos. El grafico confirma

lo encontrado.
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95% IC para la media
160
140
120
100
80

60

TRANSAMINASA G. OXALACETICA

TRATAMIENTO

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura N°03: Grafico de Intervalos de TGO vs Tratamiento

4.1.3.2. Transaminasa G. Piruvica (TGP)

Tabla N°17: Medias de Transaminasa G. Piruvica segun el

Tratamiento

TRATAMIENTO N Media | Desv.Est. IC de 95%

NORMAL 5 234 3.51 (14.27, 32.53)
TETRACLORURO 5 45.8 21.7 (36.67, 54.93)
SILIMARINA 5 27.4 7.5 (18.27, 36.53)
CCL4 EXT 500 MG 5 26.2 5.31 (17.07, 35.33)
CCL4 EXT 1000 MG 5 30.2 3.56 (21.07, 39.33)
CCL4 EXT 2000 MG 5 24.6 2.51 (15.47, 33.73)

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla N°17, podemos apreciar el resultado de las medias del TGP
en los diferentes grupos de tratamiento. Se observé una similitud en las
medias del TRATAMIENTO NORMAL, SILIMARINA, CCL4 + EXT. 500
mg/Kg, CCL4 + EXT. 1000 mg/Kg y CCL4 + EXT. 2000 mg/Kag.

Nos planteamos la hipétesis:
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Método:

Hipdtesis nula:

Hipotesis alterna:

Nivel de significancia:

Todas las medias son iguales

No todas las medias son iguales

a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°18: Analisis de Varianza de TGP

Fuente GL| SC | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Ajust.

TRATAMIENTO | 5| 1713 342.64 3.51| 0.016

Error 24 | 2346 97.75

Total 29 | 4059

Fuente: Elaboracién propia

El p-valor obtenido es 0.01 < 0.05; por ello rechazamos la hipétesis nula,
con lo cual no hay igualdad de medias; por ello debemos averiguar

mediante la prueba de Tukey cuales son las medias que difieren.

Tabla N°19: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

del TGP
Diferencia EE de IC de 95% Valor | Valorp
Diferencia de
de las diferencia T ajustado
niveles

Medias
TETRACLORURO- 22.4 6.25 (3.08, 41.72) 3.58 0.017
NORMAL
SILIMARINA — 4 6.25 (-15.32,23.32) | 0.64 0.987
NORMAL
NORMAL - CCL4 -2.8 6.25 (-22.12, 16.52) | -0.45 0.997
EXT 500
NORMAL - CCL4 -6.8 6.25 (-26.12,12.52) | -1.09 0.882
EXT 1000
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NORMAL - CCL4
EXT 2000

-1.2

6.25

(-20.52, 18.12)

-0.19

0.999

Fuente: Elaboracién propia

El p-valor obtenido para el TETRACLORURO — NORMAL es 0.017< 0.05,

lo cual nos indica que debemos rechazar la hipdtesis nula de igualdad de

medias, para este nivel. Pero para los niveles; SILIMARINA — NORMAL;
NORMAL - CCL4 EXT 500; NORMAL - CCL4 EXT 1000; NORMAL - CCL4

EXT 2000 los p-valores obtenidos son > 0.05 lo cual nos indica que no

podemos rechazar la hipotesis nula; con ello asumimos que no hay

diferencias estadisticamente significativas entre las medias para cada uno

de estos grupos. El grafico confirma lo encontrado.
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

95% IC para la media

TRATAMIENTO

Figura N°04: Grafico de Intervalos de TGP vs Tratamiento

4.1.3.3 Fosfatasa Alcalina

Tabla N°20: Medias de Fosfatasa Alcalina segun Tratamiento

TRATAMIENTO N | Media | Desv.Est. IC de 95%
NORMAL 5 | 343.8 13.52 (289.85, 397.75)
TETRACLORURO 5 | 617.2 83.4 (563.2, 671.2)
SILIMARINA 5 | 369.4 34.2 (315.4,423.4)
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CCL4 EXT 500 MG 485.6 106.7 (431.6, 539.6)
CCL4 EXT 1000 MG 372.8 15.58 (318.85, 426.75)
CCL4 EXT 2000 MG 5 | 537.2 23.8 (483.2, 591.2)

Fuente: Elaboracioén propia

En la Tabla N°20, podemos apreciar el resultado de las medias de |la Fosfatasa

Alcalina en los diferentes grupos de tratamiento. Se observo una similitud en
las medias del TRATAMIENTO NORMAL, SILIMARINA y CCL4 + EXT. 1000

mg/Kg.

Nos planteamos la hipétesis

Método:

Hipotesis nula:

Hipotesis alterna:

Nivel de significancia:

Todas las medias son iguales

No todas las medias son iguales

a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°21: Analisis de Varianza de la Fosfatasa Alcalina

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
TRATAMIENTO | 5 302245 60449 | 17.69| 0.001
Error 24 82008 3417
Total 29 384253

Fuente: Elaboracioén propia

El p-valor obtenido es de 0.001 < 0.05 con lo cual rechazamos la hipétesis

nula; por ello afirmamos que no hay igualdad en las medias, Para

determinar cual de ellas difieren, aplicaremos la prueba de Tukey.
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Tabla N°22: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las

medias de la Fosfatasa Alcalina

Diferencia
Diferencia de EE de Valor | Valor p
de las IC de 95%
niveles . diferencia T | ajustado
medias
TETRACLORURO -
273.4 37 (159.2,387.6) | 7.4 0.001
NORMAL
SILIMARINA —
25.6 37 (-88.6, 139.8) | 0.69 0.981
NORMAL
NORMAL - CCL4
-141.8 37 (-256.0, -27.6) | -3.84 0.009
EXT 500
NORMAL - CCL4
-29 37 (-143.2,85.2) | -0.78 0.968
EXT 1000
NORMAL - CCL4
-193.4 37 (-307.6, -79.2) | -5.23 0.001
EXT 2000

Aqui

Fuente: Elaboracién propia

podemos apreciar que existen diferencias estadisticamente

significativas en las medias (p-valor < 0.05) para los niveles de
TETRACLORURO — NORMAL; NORMAL - CCL4 EXT 500 y NORMAL -
CCL4 EXT 2000; viendose en estos dos ultimos niveles un aumento en

las medias; indicando un dafo en el perfil hepatico. Esto lo confirmamos

en el gréfico.
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura N°05: Grafico de Intervalos de Fosfatasa Alcalina vs

Tratamiento
4.1.3.4. Proteinas Totales

Tabla N°23: Medias de las Proteinas Totales segun Tratamiento

TRATAMIENTO Media | Desv.Est. IC de 95%
NORMAL 6.818 0.243 (6.590, 7.046)
TETRACLORURO 5.83 0.254 (5.602, 6.058)
SILIMARINA 6.05 0.42 (5.822, 6.278)

CCL4 EXT 500 MG
CCL4 EXT 1000 MG
CCL4 EXT 2000 MG

6.286 | 0.1365 | (6.057, 6.514)
6.472 | 0.0939 | (6.243,6.700)
5884 | 0.1991 | (5.655,6.112)

Fuente: Elaboracién propia

o o ;o ;o] ;] »n| Z

En la Tabla N°23, podemos apreciar el resultado de las medias de las
Proteinas Totales en los diferentes grupos de tratamiento. Se observé
una similitud en las medias del TRATAMIENTO NORMAL, SILIMARINA,
CCL4 + EXT. 500 mg/Kg y CCL4 + EXT. 1000 mg/Kg.

Nos planteamos la hipétesis:
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Método:

Hipotesis nula:

Hipotesis alterna:

Nivel de significancia:

Todas las medias son iguales

No todas las medias son iguales

a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°24: Analisis de Varianza de las Proteinas Totales

SC Valor
Fuente GL ] MC Ajust. | Valor F
Ajust. o]
TRATAMIENTO 5 3.596 0.71929 11.75 | 0.001
Error 24 1.47 0.06123
Total 29 5.066

Fuente: Elaboracioén propia

Observamos un p-valor 0.001 < 0.05, con lo cual rechazamos nuestra

hipétesis nula; esto nos indica que no hay igualdad entre las medias; para

determinar en qué nivel se encuentran estas diferencias aplicamos la

prueba de Tukey.

Tabla N°25: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las

medias de las Proteinas Totales

Diferencia de Diferencia EE de IC de 95% Valor | Valor p
niveles de las diferencia T ajustado
Medias

TETRACLORURO- | -0.988 0.157 (-1.472,-0.504) | -6.31 | 0.000
NORMAL

SILIMARINA - -0.768 0.157 (-1.252,-0.284) | -4.91 | 0.001
NORMAL

NORMAL - CCL4 0.532 0.157 (0.048, 1.016) 3.4 | 0.025
EXT 500
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NORMAL - CCL4 0.346 0.157 (-0.138,0.830) | 2.21 | 0.269
EXT 1000
NORMAL - CCL4 0.934 0.157 (0.450, 1.418) 5.97 | 0.000
EXT 2000

Fuente: Elaboracién propia

Apreciamos diferencias estadisticamente significativas (p-valor< 0.05) en
los niveles TETRACLORURO — NORMAL; SILIMARINA — NORMAL;
NORMAL - CCL4 EXT 500; NORMAL - CCL4 EXT 2000; siendo estos dos

ultimos niveles los que muestran una disminucién en el promedio;

lo cual

indica un dafo en el perfil hepatico. Esto lo confirmamos en el grafico.
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TRATAMIENTO

La desviacion estdandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura N°06: Grafico de Intervalos de Proteinas Totales vs

Tratamiento

4.1.3.4. Albuminas

Tabla N°26: Medias de Albuminas segun Tratamiento

TRATAMIENTO

N

Media

Desv.Est.

IC de 95%

NORMAL

5

2.98

0.03

(2.8809, 3.0791)
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TETRACLORURO
SILIMARINA

CCL4 EXT 1000 MG
CCL4 EXT 2000 MG
CCL4 EXT 500 MG

2076 | 0.1542 | (1.9769, 2.1751

2.2 0.1746 | (2.1009, 2.2991
2.302 | 0.0669 | (2.2029, 2.4011
2.096 0.055 (1.9969, 2.1951
2174 | 0.0805 | (2.0749, 2.2731)

Fuente: Elaboracioén propia

)
)
)
)

ol O O O O

En la Tabla N°26, podemos apreciar el resultado de las medias de
Albuminas en los diferentes grupos de tratamiento. Se observé que no

hubo una similitud en las medias.

Nos planteamos la hipétesis:

Método
Hipotesis nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna: No todas las medias son iguales

Nivel de significancia: a =0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°27: Analisis de Varianza de las Albuminas

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
TRATAMIENTO | 5 2.8997 | 0.57994 | 50.31| 0.001
Error 24 0.2766 0.01153
Total 29 3.1763

Fuente: Elaboracién propia

El p-valor obtenido es 0.001 < 0.05 por ello rechazamos la hipdtesis nula;
con lo cual podemos afirmar que las medias no son iguales en todos los
grupos; para ver en cuales grupos hay diferencias aplicaremos la prueba

de Tukey.

Tabla N°28: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

de las Albuminas
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Diferencia de Diferencia EE de IC de 95% Valor | Valor p

niveles de las Diferencia T ajustado
Medias

TETRACLORURO -0.904 0.0679 (-1.1138, - -13.31 | 0.001

— NORMAL 0.6942)

SILIMARINA — -0.78 0.0679 (-0.9898, - -11.49 | 0.001

NORMAL 0.5702)

NORMAL - CCL4 0.806 0.0679 (0.5962, 1.0158) | 11.87 0.001

EXT 500

NORMAL - CCL4 0.678 0.0679 (0.4682, 0.8878) | 9.98 0.001

EXT 1000

NORMAL - CCL4 0.884 0.0679 (0.6742, 1.0938) | 13.02 0.001

EXT 2000

Fuente: Elaboracién propia

Apreciamos diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05) en

todos los niveles; mostrando una disminucion en el promedio; indicando

con ello un dafio en el perfil hepatico, esto se confirma con el grafico.
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura N°07: Grafico de Intervalos de Albuminas vs Tratamiento
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4.1.3.5. Globulinas

Tabla N°29: Medias de los resultados de la Globulina segun Tratamiento
TRATAMIENTO N | Media | Desv.Est. IC de 95%

NORMAL 3.838 0.2138 (3.637, 4.038)
TETRACLORURO 3.738 0.2117 (3.537, 3.938)
SILIMARINA 3.788 0.347 (3.587, 3.989)

CCL4 EXT 500 MG
CCL4 EXT 1000 MG
CCL4 EXT 2000 MG

4.076 | 00777 | (3.875, 4.276)
417 | 0.1554 | (3.969, 4.370)
3.866 | 0.2055 | (3.665, 4.066)

Fuente: Elaboracién propia

ol o o O O On

En la Tabla N°29, podemos apreciar el resultado de las medias de la
Globulina en los diferentes grupos de tratamiento. Se observo una
similitud en las medias del TRATAMIENTO NORMAL,
TETRACLORURO, SILIMARINA, CCL4 + EXT. 500 mg/Kg y CCL4 +
EXT. 1000 mg/Kg.

Nos planteamos la hipétesis:

Método:
Hipotesis nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna: No todas las medias son iguales

Nivel de significancia: o= 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tabla N°30: Analisis de Varianza de la Globulina

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
TRATAMIENTO | 5 0.7335| 0.14670 3.1 0.07
Error 24 1.1337 | 0.04724

Total 29 1.8672

Fuente: Elaboracién propia
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Observamos un p-valor de 0.07 > 0.05 por ello no podemos rechazar la
hipétesis nula, con lo cual podemos afirmar con un nivel de confianza del
95 % que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de cada grupo, esto se confirma con el grafico

95% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura N°08: Grafico de Intervalos de Globulinas vs Tratamiento

4.1.4. Resultados del Analisis Histolégico

4.1.4.1. Grupo control negativo

Se observa parénquima hepatico normal. Se identifican las estructuras
normales, las venas centrolobulillares (flechas verdes), los espacios
porta (circulos lilas) y las trabéculas de hepatocitos, que son las
columnas de uno o dos hepatocitos (en circulos azules). En los espacios
porta se encuentran los conductos biliares (flecha negra) y las arteriolas

(flecha roja).
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Figura N°09: Analisis Histolégico del Grupo control Negativo

4.1.4.2. Grupo Control Positivo

En la vista panoramica (4x) se observa el parénquima hepatico, y
también llama la atencion el infiltrado inflamatorio a nivel de la grasa
perihepatica (flecha naranja). El resto del higado parece normal.

Figura N°10: Analisis Histolégico del Grupo control Positivo (4x)

En el mayor aumento (40X), el parénquima sigue observandose
mayormente normal, excepto unos pequefios focos entre los
hepatocitos, donde se ve un reducido grupo de linfocitos (circulo negro)
o dispersos, unos pocos, entre los hepatocitos (otro circulo negro).
También llama la atencion el aumento de macréfagos a nivel de la

capsula hepatica (flecha gris).
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Figura N°11: Analisis Histolégico del Grupo control Positivo (40x).

4.1.4.3. Grupo CCI4 + Silimarina

Se observa un parénquima hepatico conservado, dentro de limites

normales, y con caracteristicas similares tanto en la zona 1 como en la

zona 3 de Rappaport.

Figura N°12: Analisis Histolégico del Grupo CCI4 + Silimarina.
4.1.4.4. Grupo CCI4 + Extracto 500 mg/Kg

Se observa que el parénquima tiene un color mas claro que en lo normal.
A mayor aumento, se observa que los hepatocitos tienen espacios claros
dentro de su citoplasma, que corresponderia a un estado de edema
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intracelular o en el presente caso, a acumulaciones de sustancias o dafo
intracelular debido a un téxico (degeneracién balonizante) en azul.

Debido a este edema, a pesar que todavia se percibe la disposicion en
columnas de los hepatocitos, los espacios entre dichas columnas,
denominados sinusoides, se encuentran de diametro disminuido, y
parece haber aumentado la congestion de hematies dentro de las venas
centrolobulillares (en verde), de donde transcurre la sangre venosa hacia

la vena cava inferior.

Flgura N°13: Analisis HIStO|OgICO del Grupo CCI4 + Ext 500mglKg

4.1.4.5. Grupo CCI4 + Extracto 1000 mg/Kg

En la vista panoramica (4x) se observa mayor definicion de las columnas
o trabéculas hepaticas a nivel de las venas centrolobulillares, y menos,
cerca de los espacios porta, que corresponden, la primera, a la zona 3
del acino de Rappaport y la segunda, a la zona 1 de Rappaport.

En la zona 1 se observa mas concentracién de oxigeno, pero también la
mayor afectacion en el caso de toxicos que se distribuyen por la sangre
arterial, lo cual podria estar en relacion con el experimento.

Otra diferencia con la normalidad es el aumento de fibroblastos a nivel

del espacio porto (circulo lila), mas visible en la tercera foto de esta serie.
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Figura N°14: Analisis Histolégico del Grupo CCL4 + Ext. 1000mg/Kg.
4.1.4.6. Grupo CCL4 + Extracto 2000 mg/Kg

Obtenemos resultados parecidos al anterior, con mejor definicién de las
trabéculas o columnas hepaticas en las zonas cercanas a la vena
centrolobulillar, y menos en las zonas correspondientes a los espacios
porta, ya desde las dos primeras vistas panoramicas. Es decir, hay mas

edema en los hepatocitos cercanos a la zona porta.

i i

Figura N°15: Analisis Histolégico Grupo CCL4 + Ext. 2000mg/Kg.
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4.2,

CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Hipotesis especifica N°1

Hipdtesis nula: No existen metabolitos en el extracto
etanolico de la Brassica oleracea L. (Col
morada).

Hipdtesis alterna: Existen metabolitos en el extracto etandlico
de la Brassica oleracea L. (Col morada).

Nivel de significancia: a = 0.05

En la tabla N°13 demostré la presencia de metabolitos en el extracto
etandlico de la Brassica oleracea L. (Col morada), por ello rechazamos la

hipétesis nula y aceptamos la hipétesis alterna.
Hipotesis especifica N°2

Segun el analisis de Varianza y la prueba de Tukey el extracto de la

Brassica oleracea L. (Col morada) presento efecto hepatoprotector.

Hipotesis nula: Todos los tratamientos presentan igual
efecto hepatoprotector.

Hipdtesis alterna: No todos los tratamientos presentan igual
efecto hepatoprotector.

Nivel de significancia: a = 0.05

Con un nivel de significancia a = 0.05 (nivel de confianza del 95 %)
rechazamos la hipétesis nula y aceptamos la alterna, esto nos indica que
los tratamientos (500 mg/kg, 1000 mg/kg y 2000 mg/kg) no presentaron
igual efecto hepatoprotector. Esto se confirma con los resultados.
Podemos determinar que el tratamiento 1000 mg/kg del extracto etandlico

de la Brassica oleracea L. es el de mayor efecto hepatoprotector.
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Hipétesis especifica N°3

Segun ANOVA el extracto de la Brassica oleracea L. (Col morada)

presento efecto hepatoprotector en comparacion con la Silimarina.

Hipdtesis nula: Todos los tratamientos presentan igual
efecto hepatoprotector en comparacion con
la Silimarina.

Hipotesis alterna: No todos los tratamientos presentan igual
efecto hepatoprotector en comparacién con
la Silimarina.

Nivel de significancia: a = 0.05

Con un nivel de significancia a = 0.05 rechazamos la hipotesis nula y
aceptamos la alterna, esto nos indica que los tratamientos (500 mg/kg,
1000 mg/kg y 2000 mg/kg) no presentaron igual efecto hepatoprotector en
comparacién con la Silimarina. Esto se confirma con los resultados.
Podemos determinar que el tratamiento 1000 mg/kg del extracto etandlico

de la Brassica oleracea L. tiene efecto similar a la Silimarina.

4.3. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se determind la presencia de metabolitos
secundarios como flavonoides, compuesto fendlicos y antociandsidos. De
manera similar en la investigacion de Fernandez G. et al.!, se hallé6 compuestos
fendlicos, antocianinas, flavonoides y antocianésidos. La identificacion de estos
metabolitos secundarios se indica en la tabla 13.

En la tabla 12, la marcha de solubilidad se evidencio que el mejor solvente fue el

Etanol, porque demostré ser mas soluble.

Como principal objetivo se analizé6 el efecto hepatoprotector del extracto
etandlico de la Brassica Oleracea L. (Col Morada) en ratas con dafio hepatico
inducido con tetracloruro de carbono (CCl4). El modelo de induccion de dafio

hepatico se baso6 en el uso de CCl4 en 0,2ml/kg (diluido al 50% en aceite de
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oliva), asi mismo este método fue utilizado por Hanari R., Arroyo J., Herrera O.,

Herrera H.4

En los grupos inducidos con tetracloruro de carbono se evidencié un cambio en
los indicadores bioquimicos (para la transaminasa G. Oxalacetica, transaminasa
G. piruvica y fosfatasa alcalina se observdé un aumento en sus niveles y
disminucién en los niveles de globulinas, albuminas y proteinas totales) en
comparacion del grupo control normal. Canelo P., Mendoza Y.% afirma que el
grupo control positivo (CCl4) muestra un aumento en los niveles de TGO, TGP y
fosfatasa alcalina con respecto al grupo control negativo. EI aumento y/o
disminucién de estos indicadores bioquimicos tiene importancia ya que indican
la presencia de dafio hepatico. En base a esto se podra explicar si existe o no el
efecto hepatoprotector. Para evidenciar el efecto hepatoprotector y el grado de

concentracion mas efectivo haremos uso de las tablas.

En las Tablas relacionadas al estudio de Transaminasa G. Oxalacetica (Tablas
14,15 y 16) y Transaminasa G. Piruvica (Tablas 17,18,19), se hallo, segun el
analisis de varianza, el p-valor fue de 0.001< 0.05 lo que indica que no todas las
medias son iguales para lo cual se procedio a realizar las pruebas simultaneas
de Tukey, demostrandose que el unico que presenta diferencia es el grupo de
CCl4 (p-valor 0.001). Entonces se puede observar la disminucion de los niveles
de estos indicadores bioquimicos lo cual evidencié el efecto hepatoprotector,
pero este efecto no esta asociado con las diferentes dosis que se utilizaron en
los grupos (CCl4 + Extracto 500mg/kg, CCl4+ Extracto 1000 mg/kg y CCl4 +
Extracto 2000 mg/kg). De manera similar en la investigacion de Cuaresma,
Lizarraga.’, el extracto de la Brassica oleracea L. (brocoli) a dosis de 1000mg/kg
produjo una significativa disminucion en los niveles de TGO, TGP y fosfatasa

alcalina.
Las Tablas 20, 21 y 22 vinculadas al estudio de la Fosfatasa alcalina se observo

que la concentracién de 1000mg/kg fue la que demostré tener mayor efecto

hepatoprotector. El grupo tratado con silimarina fue comparado con todos los
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grupos de tratamiento, siendo el de similar valor el grupo CCl4 + Extracto
1000mg/kg.

En las tablas 23,24 y 25 se observa las variaciones en los valores de las
Proteinas Totales, en donde se encontré de igual manera que la concentracion
mas efectiva fue la de 1000mg/Kg. Porque se visualiza el aumento significativo
de sus valores. El extracto de 1000mg/Kg fue mas efectivo que el grupo de la

silimarina.

En las tablas 9 y 11, se puede apreciar una variacion en el peso y coloracion de
los higados, y el peso corporal de los animales de experimentacion. Se observo

un aumento en el peso corporal de las ratas al final del trabajo.
En el analisis histoldgico se visualizé que hubo mayor dafio hepatico en el grupo

de CCI4, a diferencia del grupo de CCl4 + extracto 1000mg/Kg y el grupo de

silimarina donde se observd un parénquima hepatico mas conservado.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Existen metabolitos secundarios en el extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col morada) como fueron los compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianocidos en mayor cantidad, y en menor cantidad

alcaloides, carbohidratos, taninos, triterpenos y esteroides.

2. Se determino una concentracién optima del extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col morada) donde se evidencio mayor efecto

hepatoprotector en ratas inducidas con tetracloruro de carbono.

3. Se encontrd similitud en los indicadores bioquimicos y el analisis
histolégico entre la silimarina y el extracto etandlico de la Brassica

oleracea L. (Col morada) durante el efecto hepatoprotector en ratas.

5.2. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda aplicar estudios para evaluar los resultados del
efecto hepatoprotector del extracto de Brassica oleracea L. (Col morada)

en poblaciones humanas.

2. Realizar estudios de elucidacion de estructura quimica de los

componentes activos de la col morada.

3. Segun los resultados obtenidos se recomienda desarrollar otras
técnicas experimentales para determinar y comprobar los resultados

encontrados sobre Brassica oleracea L.

4. Tomar como base el presente estudio para posteriores
investigaciones relacionadas al efecto hepatoprotector o a la col morada
(Brassica oleracea L.).
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Anexo 1: Matriz de Consistencia

EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA BRASSICA OLERACEA L. (COL MORADA) EN DANO HEPATICO
INDUCIDO CON TETRACLORURO DE CARBONO EN RATAS.

PROBLEMA GENERAL

¢Cual es el efecto
hepatoprotector del extracto
etandlico de la Brassica
Oleracea L. (Col Morada) en
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Qué metabolitos presenta
el extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
morada)?

2. 4Cual es la concentracion
del extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
Morada) que presenta efecto
hepatoprotector en ratas con
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono?

3. ¢Cudl es el efecto
hepatoprotector del extracto
etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) en
comparacién con la Silimarina
en ratas con dafio hepatico
inducido con tetracloruro de
carbono?

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto
hepatoprotector del extracto
etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) en
ratas con dafio hepatico
inducido con tetracloruro de
carbono.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar algunos
metabolitos en el extracto
etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) en
ratas.

2. Determinar la
concentracion optima del
extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
Morada) que presenta efecto
hepatoprotector en ratas con
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono.

3. Comparar el efecto
hepatoprotector del extracto
etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col Morada) con
Silimarina en ratas con dafio
hepatico inducido con
tetracloruro de carbono.

HIPOTESIS GENERAL

El extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
Morada) posee efecto
hepatoprotector en ratas con
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. Existen algunos metabolitos
en el extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
Morada).

2. Existe una concentracion
optima del extracto etandlico
de la Brassica oleracea L. (Col
Morada) que posee efecto
hepatoprotector en ratas con
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono.

3. El extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col
Morada) posee efecto
hepatoprotector  comparado
con Silimarina en ratas con
dafio hepatico inducido con
tetracloruro de carbono.

OPERACIONALIACION DE VARIABLES

VARIABLE
INDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES
- Marcha de Solubilidad
Extracto etandlico de Solubilidad (F++, ++, +, )
la Brassica oleracea _ \dentificacion
L. (Col Morada) - Tamizaje p oac
fitoquimico € metabolitos
(+++, ++‘ +‘ -)
VARIABLE
DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES
- Transaminasa
Glutamico
Oxalacética
- Transaminasa
Glutamico
Efecto - Perfil PirGvica
Hepatoprotector hepatico - Fosfatasa
parop Alcalina
- Proteinas
Totales
- Albuminas
- Globulinas
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METODOLOGIA
TIPO

Aplicada

NIVEL

Experimental

DISENO

Experimental

INTRUMENTOS

-Poblacioén:
Ratas Albinas
(Rattus
norvegicus)

-Muestra:
30 ratas albinas

-Técnica:
Observacional

-Instrumento:
Ficha de
observacién ad-
hoc (Ficha de
recoleccion de
datos)



Anexo 2: Certificado Taxonémico de la Brassica Oleracea L. (Col morada)

Hamiion W. Baltrin 5.
Consulior Bothmcn
Calla Naislio Sanches 351- Jasis Maria
Fazami Bomia irain el coem

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogs colegiads ¥ autonzedo por el inmene segin RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFSIDGEFFS, con Registro N' 37, cenifica que ia plana conocida como “COL
MORADA" proporcionada por, MARLENY LIDA MAITA INGA y JUNIOR ERNESTO
ZAMORA ZAMUDIO, eshudianies de la UNNVERSIDAD INCA GARCILASD DE LA
WEGA, ha skdo estudiada clenliicemenle y dalerminada como Bragsica oleracea
¥ de mcuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronguist 1881, sa ublca en s
BigLEnes calegorias:

Rin Plarttas
Dlivisbdin: Megnaliophits
Clase: Magraliogsida

Subclase:  Dillenidas
Ol Capparalas

FamiBa: Brassicaceas

Especini  Brassica pleraces L

Se epide la presente cedificacion a soliciiud de os interesados para los fines que

eghime cormenanie.

Lima, 15 febrers 2018
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Anexo 3: Validacién del Instrumento de Recolecciéon de Datos

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS N23 ot
Y BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA BRASSICA OLERACEA L. (COL
MORADA) EN DANO HEPATICO INDUCIDO CON TETRACLORURO DE CARBONO EN RATAS

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE
50 -60—-70-80-90-100
1. ¢ En qué porcentaje estima que con este instrumento se lograran
[0S ObJetiVas PrOPUESTO?. . .vn smeimeivinns bis nmsinnitis s w5 wrsed'ss & simmasmins 45 5 6a () () () () 66—

3. ,Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes

para|oarar 106 ObJetVOS sex duir: Vot subucesis tumsnes s ssoistmatimians () () () &6 ()

4. ; En qué porcentaje estima que los items del instrumento son

5. ; Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una

SECUBNCIALIOGICAT ovvcisviomin ham st S st e eiaes s Svofmeet e () ()Y () () &—

6. ¢ En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se

SUGERENCIAS

1. ¢Qué preguntas considera usted que deberian agregarse?

3. ¢Qué preguntas considera que deberan reformularse o precisarse mejor?

RN\

AN QOO
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS L
Y BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA BRASSICA OLERACEA L. (coL
MORADA) EN DANO HEPATICO INDUCIDO CON TETRACLORURO DE CARBONO EN RATAS

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE
50-60-70-80-90-100
1. ¢En qué porcentaje estima que con este instrumento se lograran

10S 0bjetivos Propuesto?.............ccocuveeiveeeeeeieeeeeeee ) ) EO 6 )
2. (En qué porcentaje considera que los items estan referidos a

105:CONCeplosSidBItEemMaR. ... ..ot s s oo @G 6 a5
3. {Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes

para lograr 10s objetiVOS? ..............ccooouuiuiieeeeeeee e 0 TV 1TET O 0 TS > A (8"
4. ¢En qué porcentaje estima que los items del instrumento son
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5. ¢ Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una

SECUCNEIATIOPICAR. ...t i i s S e EEEE) e () 69
6. ¢ En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se

obtendrian datos similares si se aplicara en otras muestras?.......... (9 () )@k (=)
SUGERENCIAS

1. ¢Qué preguntas considera usted que deberian agregarse?

3. ¢Qué preguntas considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
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Anexo 4: Instrumento de Recolecciéon de Datos (Ficha de Recoleccion de

datos)

-; UNIVERSIDAD INCA GARCILASODE LAVEGA | .

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Y BIOQUIMICA

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA BRASSICA OLERACEA L. (COL
MORADA) EN DAND HEPATICO INDUCIDO CON TETRACLORURO DE CARBONO EN RATAS

a) DATOS GENERALES. -

HOMERD DE FICHA: e

b) ENSAYO DE SOLUBILIDAD

ENSAYO DE SOLUBILIDAD
SOLVENTE RESULTADO
Metanol
Etancl
Cloroformo
Eter de Petroleo
Agua Destilada

4o Muy soluble
+# Boluble

+ Pooo Soluble

- Insalble

c) TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA BRASSICA OLERAGEA L. (COL
MORADA)

TAMIZAJE FITOQUIMICO
METABOLITO REACCION RESULTADO
Dragendorff
Alcaloides Mayer
Wagner
Taninos Gelatina
Carbehidratos E::ir:.:ﬁ.:;t
Compuestos FeCls
Fendlicos
Triterpenos v Lieberman -Buchard
Estercides
Flavonoides Shinoda
Antocianocidos H:504 concentrado
Quinonas Borntrager
Saponinas Agua (Espuma)
#dk Abunclants
& Baslarie
+ Reguilar
= fsancia
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D) ACTIVIDAD HEPATOPROTEC TORA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE BRASSICA OLERACEA L.

GRUPO EVALUADO:

Mormal O Tetracloruro de carbono (T) O

T + Exfracto 500mg/kg O T + Extracto 1000mg/kg O

PESO DEL HIGADO: ...

COLOR DEL HIGADO: ...

PERFIL HEPATICO:

T+ Silimarina O

T + Extracto 2000mgfkg O

FOSFATA

TGO TGP ALCALINA

PROTEINAS
TOTALES

BILIRRUBINA

ALBUMINAS

GLOBULINAS

pag. 108



Anexo 5: Protocolo del Perfil Hepatico.
5.1. Grupo Control Negativo

F A RO
LA DR

JRATOR

IO DE ANALISIS CLINICOS

Av. El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces lil - Surquillo
Cel.: 960-102-7869

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

Codigo 1150

Nombre : RATA- NORMAL N° 2 Edad: 3 meses
Indicacion: Cepa : Holtzman Sexo: Macho Fecha de Recepcién  26/10/2018
BIOQUIMICA

Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 89 U/L
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 27 UL
FOSFATASA ALCALINA 357 UL
BILIRRUBINA TOTAL 0.13 mg/di
BILIRRUBINA DIRECTA 0.01 mg/dl
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.12 mg/di
PROTEINAS TOTALES 6.89 gr/dl
ALBUMINAS 2.98 gr/di
GLOBULINAS 3.91 ar/di
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5.2. Grupo Control Positivo

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
Av. El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces lll - Surquilio
Cel.: 960-102-769

Codigo 1153
Nombre : RATA- TOXICON® 6 Edad: 3 meses
Indicacion: Cepa : Holtzman Sexo: Macho Fecha de Recepcion  26/10/2018

BIOQUIMICA
Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 177 UL
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 66 U/L
FOSFATASA ALCALINA 706 U/L
BILIRRUBINA TOTAL 0.03 mo/dl
BILIRRUBINA DIRECTA 0.01 mg/di
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.02 mg/di
PROTEINAS TOTALES 6.10 gr/dl
ALBUMINAS 2.14 gr/d|
GLOBULINAS 3.96 gr/di
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5.3. Grupo CCI4 + Silimarina

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
Av. El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces lil - Surquilio

Cel.: 960-102-769
Codigo 1156
Nombre : RATA- TOXICO + SILIMARINA N° 12 Edad: 3 meses
Indicacion: Cepa : Holizman Sexo: Macho Fecha de Recepcion _ 26/10/2018
BIOQUIMICA
Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 73 UL
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 27 UL
FOSFATASA ALCALINA 393 UL
BILIRRUBINA TOTAL 0.11 mg/d|
BILIRRUBINA DIRECTA 0.05 mg/dl
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.06 mg/d
PROTEINAS TOTALES 5.73 gr/d|
ALBUMINAS 2.01 gr/dl
GLOBULINAS 3.72 gr/dl
CENTRO DE APOY( DIAGNOSTICO I f.-'.f._.:_u“:-r.'w'

L,r_-’:‘f]f'l‘.l'“"-r"'-f; DE ANALL
)
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5.4. Grupo CCI4 + Extracto 500mg/Kg

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
Av_El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces Il - Surquilio
Cel.: 960-102-769

Codigo 1159
Nombre : RATA- TOXICO + EXTRACTO de 500 mg/Kg N° 18 Edad: 3 meses
Indicacién: Cepa : Holizman Sexo: Macho Fecha de Recepcion  26/10/2018

BIOQUIMICA

Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 82 U/L
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 26 U/L
FOSFATASA ALCALINA 424 U/L
BILIRRUBINA TOTAL 0.09 mg/di
BILIRRUBINA DIRECTA 0.03 mg/dl
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.06 mg/di
PROTEINAS TOTALES 6.22 gr/d
ALBUMINAS 2.21 gr/dl
GLOBULINAS 4,01 gr/dl

TIC0 VILLARAN
o TiaEl

"""" A1k L. Vil
Ln ks ¥,
o TP B244

pag. 112



5.5. Grupo CCI4 + Extracto 1000mg/Kg

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
Av. El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces Il - Surquilio
Cel.: 960-102-769

Codigo 1162
Nombre: RATA- TOXICO + EXTRACTO de 1,000 mg/Kg N° 22 Edad: 3 meses
Indicacion: Cepa : Holtzman Sexo: Macho Fecha de Recepcion  26/10/2018

BIOQUIMICA

Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 80 U/L
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 27 UL
FOSFATASA ALCALINA 389 U/L
BILIRRUBINA TOTAL 0.23 mg/di
BILIRRUBINA DIRECTA 0.10 mg/di
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.13 mg/di
PROTEINAS TOTALES 6.52 gr/di
ALBUMINAS 2.33 gr/di
GLOBULINAS 4.19 gr/di

Ruth L. V1
ETMP 8244
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5.6. Grupo CCI4 + Extracto 2000mg/Kg

CENTRO DE APOYO DIAGNOSTICO VILLARAN

ILABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
Av. El Sauce N° 595 Urb. Los Sauces lil - Surquillo
Cel.: 960-102-769

Codigo 1165
Nombre : RATA- TOXICO + EXTRACTO de 2,000 mg/Kg N° 26 Edad: 3 meses
Indicacion: Cepa : Holtzman Sexo: Macho Fecha de Recepcion 26/10/2018

BIOQUIMICA

Resultado
PERFIL HEPATICO
TRANSAMINASA G. OXALACETICA 73 UL
TRANSAMINASA G. PIRUVICA 25 U/L
FOSFATASA ALCALINA 563 U/L
BILIRRUBINA TOTAL 0.09 mg/di
BILIRRUBINA DIRECTA 0.02 mg/dl
BILIRRUBINA INDIRECTA 0.07 mg/di
PROTEINAS TOTALES 5.79 gridl
ALBUMINAS 2.04 gr/di
GLOBULINAS 3.75 gridl
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Anexo 6: Hoja Control y Boleta de Pago de los Animales de
Experimentacion.

DIA 1al5 DA S
CCLA

N NIEII—:AS:(_)(g) T?:Um S]l](]::_?mn EXTRACTO F[:;isLﬂ(z) HI(;E[%) @
1 199 194 10
GRUPO GONTROL |— 179 2% 12
ROJO |Nraatno  ail3 169 200 9
4 184 200 8
5 192 207 7
_ 1 261 0.1 276 12
< GRUPO CONTROL |2 2N 01 214 10
? AZUL | PosTivO(coLd) | 3 256 0.1 206 "
U @ 4 269 01 272 1
5 234 0.1 246 12
1 191 0.08 05 200 9
coLa+ 2 185 008 05 195 7
NEGRO | on pinmiNA. G |2 198 0.08 05 201 10
4 182 008 05 196 9
5 205 008 05 212 9
1 224 008 04 205 7
CCL4 + 2 227 01 |\ 04 235 13
VERDE E;J)T;;L? 3 205 008 |\ 04 214 12
GA 4 212 008 [\ 04 214 8
5 299 0.1 \ 04 247 10
. 1 240 01 \ 08 256 10
« CoLd + 2 298 0.1 \ 08 241 12
= ROJO EXTRACTO 3 231 01 \ 08 238 12
O 1000mg/kg G| 4 230 01 \ 08 242 12
5 244 01 \ 08 242 12
1 193 008 \ 16 200 10
AZUL + CCLA + 2 206 0.08 \ 16 230 12
ROJO EXTRACTO 3 208 008 \ 16 221 10
2000mg/kg  G6| 4 209 008 \ 16 220 10
5 187 0.08 16 206 12

h Datos del documento

DA Tipo de documento: BOLETA DE FI; Fl" TR ‘..v“.‘ A

F Serie y correlativo:B2 )
FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIO e
Datos del emisor Adquiriente

Direccién: JR.CAMILO CARRILLO NRO.3 JESUS MARIA LIMA Nombre: MAITA AMARLENY A

Direccién: A

mm netrs mm“

RATAS ALBINAS (+2 MESES

Inform acién adicional Totales impuestos

Total IGV 18% 68 .64

Totales del documento

Total Gravadas

Importe total de laventa

Monto en letra: CUATROCIENTOS CINCUENTA Y 00/100 SOLES
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Anexo 7: Procedimiento de la Investigacion.

Figura N°16: Macerado, extracto liquido y extracto seco de la Col

morada
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|

Figura N°17: Marcha de Solubilidad del extracto etandlico de la
Brassica oleracea L. (Col morada)

Figura N°18: Marcha Fitoquimica del extracto etandlico de la Brassica
oleracea L. (Col morada)
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Figura N°20: Pesado inicial de las Ratas.

Figura N°21: Administracion por canulacion gastrica.

pag. 118



Figura N°23: Pesado final de las Ratas.
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Figura N°25: Extraccion de sangre por puncioén cardiaca
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Figura N°28: Centrifugado de las muestras de sangre.
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