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RESUMEN

En el presente estudio se han obtenido dos extractos de las hojas de
Mimulus glabratus H.B.K. (berro), con la finalidad de evaluar su efecto
hepatoprotector administrado en animales de experimentacion, a los que se les
indujo hepatotoxicidad por administracion de paracetamol por via

intraperitoneal.

Los extractos a los que se hace referencia fueron obtenidos
mediante equipo Soxhlet, utilizando dos disolventes de distinta naturaleza,
etanol y cloroformo, lo que permitié obtener un extracto etandlico y un
extracto cloroférmico, a los que posteriormente se les elimind completamente
el disolvente hasta sequedad, ello permitio el célculo del rendimiento, para el
primer disolvente se tuvo un rendimiento de 14.68% y para el segundo
disolvente de 3.67%.

Estos extractos fueron administrados a los animales de
experimentacion por el lapso de un mes, a una dosis de 800 mg/Kg y otra de
200 mg/Kg, denominadas dosis mayor y dosis menor respectivamente. Estas
diferentes dosis constituyeron cuatro grupos que junto al grupo control y otro
grupo al que se administro silimarina 200 mg/Kg conformaron los seis grupos
experimentales, cada uno con 5 ratas de laboratorio.

La hepatotoxicidad fue inducida mediante la administracién de
acetaminofen o paracetamol a una dosis de 200mg/Kg administrado por via
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intraperitoneal, luego de la administracion de 30 dias de los tratamientos de los
seis grupos experimentales. Se evaluo la actividad hepatoprotectora mediante
la medicidn de parametros bioguimicos en plasma proveniente del lecho ocular

del animal.

Los pardmetros bioquimicos fueron: transaminasa glutamico
pirdvica, transaminasa glutdmico oxalacética, proteinas totales, albumina,
globulina, bilirrubina total, bilirrubina directa y bilirrubina indirecta. Todas
estas cuantificaciones fueron recogidas y tabuladas. Se realiz6 comparaciones
antes del tratamiento o niveles basales y posteriores al tratamiento y
administracién de paracetamol o niveles post. La comparacién entre basal y
post de cada grupo requirié una prueba “t” de Student, y la comparacion entre
los seis grupos de tratamiento de la medicion basal y post requirié del

ANOVA, ambos estadisticos fueron a un nivel de confianza del 95%.

De todos los tratamientos el analisis estadistico sefialo como el
extracto eficaz al extracto etandlico a una dosis de 800 mg/Kg, debido a que a
diferencia de los otros tratamientos muestra diferencia significativa en
comparacion al grupo control en cuanto a los niveles de TGP, TGO, bilirrubina
total, directa e indirecta. Al comparar este mismo grupo con el grupo que
recibié silimarina una dosis de 200 mg/Kg mostré una eficacia similar, en
cuanto a los niveles de transaminasas, respecto a las bilirrubinas, esta eficacia
fue menor, todo ello bajo el ANOVA vy test de Tukey, por lo que concluyo que
dicho extracto tendria una eficacia comparable a la silimarina.

El andlisis fitoquimico preliminar al extracto etanolico eficaz de las
hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) mediante cromatografia en capa
fina reveld la presencia de compuestos terpenos, triterpenos, esteroles,

flavonoides y taninos.

Palabras clave: Hepatoprotector, hepatotoxicidad.
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ABSTRACT

In the present study two extracts of the leaves of Mimulus
glabratus H.B.K. (watercress) in order to evaluate its hepatoprotective effect
administered in experimental animals to which hepatotoxicity was induced by
administration of paracetamol intraperitoneally.

The extracts referred to were obtained by means of Soxhlet
equipment, using two solvents of different nature, ethanol and chloroform,
which allowed to obtain an ethanolic extract and a chloroform extract, which
were then completely eliminated the solvent until dryness, this allowed the
calculation of the yield, for the first solvent a yield of 14.68% was obtained and

for the second solvent of 3.67%.

These extracts were administered to the experimental animals for a
period of one month, at a dose of 800 mg / kg and another of 200 mg / kg,
called the higher dose and the lower dose, respectively. These different doses
constituted four groups that together with the control group and another group
that was administered silymarin 200 mg / Kg formed the six experimental

groups, each one with 5 laboratory rats.

The hepatotoxicity was induced by the administration of
acetaminophen or paracetamol administered intraperitoneally, after the
administration of 30 days of the treatments of the six experimental groups. The
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hepatoprotective activity was evaluated by measuring biochemical parameters
in plasma from the animal's eye bed.

The biochemical parameters were: glutamic pyruvic transaminase,
glutamic oxalacetic transaminase, total proteins, albumin, globulin, total
bilirubin, direct bilirubin and indirect bilirubin. All these quantifications were
collected and tabulated. Comparisons were made before treatment or basal
levels and after the treatment and administration of paracetamol or post levels.
The comparison between baseline and post of each group required a Student "t"
test, and the comparison between the six treatment groups of the basal and post
measurements required the ANOVA, both statistics were at a confidence level
of 95%.

Of all the treatments the statistical analysis indicated as the
effective extract to the ethanolic extract at a dose of 800 mg / Kg, because
unlike the other treatments shows significant difference compared to the
control group in terms of the levels of TGP, TGO, total bilirubin, direct and
indirect. When comparing this same group with the group that received
silymarin, a dose of 200 mg / Kg showed a similar efficacy in terms of
transaminase, compared to bilirubins, this efficiency was somewhat lower, all
this under the ANOVA and Tukey test, so we concluded that said extract

would have an efficacy comparable to silymarin.

Preliminary phytochemical analysis of the effective ethanolic
extract of the leaves of Mimulus glabratus H.B.K. (watercress) by thin layer
chromatography revealed the presence of terpenes, triterpenes, sterols,

flavonoids and tannins.

Key words: Hepatoprotective, extract.
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INTRODUCCION

El higado es una viscera cuyo parénquima deriva del endodermo
digestivo que se situa justo debajo del diafragma y ocupa la mayor parte del
cuadrante superior derecho del abdomen. Entre sus muchas funciones, se
encuentran el almacenamiento de vitaminas, la sintesis de proteinas hematicas,
la destruccion de hematies envejecidos, la excrecion de sustancias toxicas del

organismo Y el control de la formacion y secrecion de bilis (1).

Por la diversidad de funciones, el higado es considerado un érgano
vital, y la poblacion no es ajena a ello, por ello muchas veces asume actitudes
tendientes a la “proteccion” o “depuracion” del higado, evitando incluso tomar
la prescripcion médica, incluso relaciona las manchas en el rostro con la
afeccion hepética o un estado de alteracion del humor, esto trae como
consecuencia que la misma gente consuma sustancias que tienen propiedades
hepatoprotectoras, dentro de estas se encuentran las plantas medicinales. El
berro o Mimulus glabratus es muy conocida por sus supuestas propiedades
benéficas en la salud hepatica, recomendandose incluso tomar en casos de

colerina.

El berro en efecto es consumido como remedio para enfermedades
del higado (2) , sin embargo, estudios cientificos sobre esta actividad
terapéutica, no se encuentran disponibles en nuestro medio, razén por la cual
mediante el presente trabajo de investigacion realizado por la autora, se evalta
las hojas del berro a través de sus extractos etandlico y cloroférmico obtenidos
mediante equipo Soxhlet.
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El presente trabajo ademas de la evaluacion del efecto
hepatoprotector de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro), se hizo un
analisis fitoquimico preliminar mediante cromatografia en capa fina. Se espera
que con esta investigacion preclinica se contribuya no solo en las ciencias

farmacéuticas si no a la propia poblacion
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto Hepatoprotector de los extractos de las hojas de
Mimulus glabratus H.B.K. (berro) en animales de experimentacion
con hepatotoxicidad inducida por administracién de paracetamol.

Obijetivos especificos

e Obtener extractos con diferentes disolventes (alcohol etilico y
cloroformo) a partir de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K.

(berro) y determinar los rendimientos que presentan.

e Describir los grupos de metabolitos secundarios que son revelados
en los extractos de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro)

mediante el método de la cromatografia de capa fina.

e Determinar cuél de los extractos de las hojas de Mimulus glabratus
H.B.K. (berro) y a que dosis oral en animales con hepatotoxicidad

inducida por paracetamol muestra mas eficacia hepatoprotectora.

e Comparar el efecto hepatoprotector de los extractos de las hojas de
Mimulus glabratus H.B.K. (berro) segun dosis en animales con
hepatotoxicidad inducida por paracetamol muestra mas eficacia
hepatoprotectora con un grupo que reciba silimarina.
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HIPOTESIS

Debido a que las hojas del berro (Mimulus glabratus H.B.K.) son
utilizadas por la poblaciéon para la salud hepatica y como tratamiento para
afecciones del higado, es probable, que los extractos de esta droga presenten
efecto hepatoprotector en animales de laboratorio con hepatoxicidad inducida

por administracion de paracetamol.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. BERRO

1.1.1.Nombre cientifico

Mimulus glabratus H.B.K.

1.1.2.Nombres vulgares

Berro, berro amarillo, berro de flor amarilla, jocko ruru, michi, ockuro

(u), ocoruro (u), ogoruro (3) En aymara, okkoruru (4).
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1.1.3.Distribucion
Sierra y ceja de montafia en orillas de rios entre 1000 y 4500 msnm (3)

Hierba acuatica que crece en arroyos, estanques y canales de regadio.
Desde los 2000 — 2600 m (2).

1.1.4. Taxonomia vegetal

La taxonomia vegetal se realizo en el Herbarium areqvipense (HUSA),
del Departamento Académico de Biologia, de la Universidad Nacional de San
Agustin, a través de la constancia N° 039-2019-HUSA (ver en anexos), en donde se

indica que el berro 0 Mimulus glabratus corresponde a la siguiente clasificacion:
e Reino: Plantae
e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida
e Subclase: Asteridae
e Orden: Lamiales
e Familia: Phrymaceae
e Género: Mimulus

e Especie: Mimulus glabratus H.B.K.

1.1.5.Parte a usar

Hojas.

1.1.6.Descripcion botanica

Hierba acuética, perenne, glabra, decumbente de 10-20 cm de longitud,
tallos subcuadrangulares, con los nudos inferiores radicantes. Hojas opuestas aovada

orbiculares, dentadas de 3-4 cm de largo por 2-2.5 cm de ancho, provistas de 6-7
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nervaduras longitudinales. Flores hermafroditas, amarillo intenso solitarias en las
axilas de las hojas, zigomorfas, bilabiadas. Caliz penta angulado, dientes cortos, el
superior de mayor longitud de 8-10 mm, de alto y 5 mm de ancho. Pedunculo de 20-
25 mm de largo sin bracteas en el limbo bilabiado, con 5 lobulos, labio superior
bilobulado, labio inferior trilobulado, 16bulo medio méas largo que los laterales con
dos prominencias rodeada de pelos y méculas rojo sanguineas que estrechan la
garganta. Estambres 4 didinamos, estilo filiforme inserto en el tubo corolino, estigma
desigualmente bilamelado. Ovario supero, bilocular, pluriovulado. Fruto cépsula
bivalva (2).

ponis, of %

Figura N° 1: Mimulus glabratus H.B.K. (berro)

FUENTE: Registros de investigacion propios

1.1.7.Usos medicinales

Rifiones: moler las hojas, exprimir el jugo y tomarlo. Ulceras: tomar el
judo de toda la planta. Colerina: tomar el judo de toda la planta exprimida. Higado:
consumir las hojas directamente con limén. Cistitis: consumir directamente las hojas
con limén. Préstata: Consumir directamente las hojas con limén (2). Como remedio

en las enfermedades del higado (4).
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1.1.8.0tros usos
Como alimento, las partes verdes en ensalada (3) (4). Forraje (3) (2).
1.2. FUNCION HEPATICA

El higado es la glandula de mayor tamafo del organismo. Es esencial
para la vida por cuanto lleva a cabo una vasta gama de funciones bioquimicas y
metabolicas, entre ellas, eliminar del cuerpo las sustancias que podrian ser nocivas si
se acumulasen, y excretar los metabolitos de farmacos y sustancias. Es el primer
organo donde llega la mayoria de los nutrimentos que se absorben a través de la
pared intestinal; asimismo, abastece la mayoria de las proteinas plasmaticas y
sintetiza la bilis que optimiza la absorcion de lipidos y que también funciona como
un liquido excretor. Por tanto, el higado y el sistema biliar vinculado han
desarrollado diversas caracteristicas estructurales y fisiologicas, las cuales sustentan

un amplio grupo de funciones decisivas (5).

1.2.1.Anatomia del higado

El higado estd cubierto casi por completo por el peritoneo visceral y
revestido en su totalidad por una capa de tejido conectivo denso irregular que yace en
la profundidad del peritoneo. El higado se divide en dos I6bulos principales — un
I6bulo derecho grande un lébulo izquierdo mas pequefio — por el ligamento
falciforme, una hoja del peritoneo (6). Aunque algunos anatomistas consideran que el
I6bulo derecho abarca al 16bulo cuadrado y al I6bulo caudado, sobre la base de la
morfologia interna (en especial la distribucién de los vasos sanguineos), los l6bulos
cuadrado y caudado pertenecen al I6bulo izquierdo.

El ligamento falciforme se extiende desde la cara inferior del diafragma
entre los dos I6bulos principales hasta la cara superior del higado y contribuye a
sostenerlo en la cavidad abdominal (6). En el borde libre del ligamento falciforme
esta el ligamento redondo, un vestigio de la vena umbilical del feto; este cordon
fibroso se extiende desde el higado hasta el ombligo. Las porciones derecha e
izquierda del ligamento coronario son estrechas extensiones del peritoneo parietal

que van del higado al diafragma (6).
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1.2.2. Histologia hepética

Los lobulos del higado estan formados por muchas unidades funcionales
Ilamadas lobulillos. Un lobulillo tiene una estructura de seis lados (hexagono)
constituida por células epiteliales especializadas, llamadas hepatocitos, organizado
en laminas irregulares ramificadas e interconectadas que rodean a una vena central
(6). Ademas, el lobulillo hepéatico contiene capilares muy permeables llamados
sinusoides, a través de los cuales circula sangre. En los sinusoides también estan
presentes las células reticuloendoteliales (de Kupffer), fagocitos que destruyen a los
eritrocitos y globulos blancos viejos, bacterias y otros cuerpos extrafios del torrente

venoso provenientes del tracto gastrointestinal (6).

1.2.3.Citologia hepéatica

e Hepatocitos: Son células de aspecto hexagonal, ricas en organulos:
reticulo endoplasmico rugoso (encargado de la sintesis proteica), reticulo
endoplasmico liso (con funcion de detoxificacion) y granulos de
glucogeno (fundamentales como reserva energética y en la homeostasis
de la glucosa), vacuolas de lipidos y un importante citoesqueleto formado
por microtibulos y microfilamentos fundamentales para la secrecidn
biliar (7).

e Celulas de los conductos biliares: Son celulas cuboidales o cilindricas y
forman los ttbulos por donde circula la bilis (7).

e Células endoteliales: Tapizan los sinusoides hepaticos y estan separados
de los hepatocitos por los denominados espacios de Disse. Su endotelio es
fenestrado (lo que facilita el intercambio de la sangre con los hepatocitos)

).

e Células perisinusoidales o de ITO: Se localizan en los espacios de Disse
(espacio comprendido entre los hepatocitos y el endotelio). Realizan tres
funciones esenciales: Almacenan vitamina A. Poseen capacidad
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contractil, por lo que regulan el flujo sanguineo en los sinusoides.
Intervienen en el proceso de fibrogénesis hepatica (7).

e Células de Kupffer. Se localizan entre las células endoteliales. Derivan de
los monocitos sanguineos y tienen funciones de fagocitosis, presentacion
de antigenos y sintesis de citocinas. En el higado representan las células

del sistema mononuclear fagocitico (7).

1.2.3.1 Circulacion hepatica

El higado recibe sangre de dos fuentes: casi 70% de la vena portal
hepética y 30% de las arterias hepaticas. La vena portal hepatica recibe sangre del
estdbmago, intestinos, pancreas y bazo, y la lleva al higado en el hilio hepatico. Todos
los nutrimentos absorbidos por el intestino delgado alcanzan el higado por esta ruta,
excepto los lipidos, que son transportados en el sistema linfatico (8). La sangre
arterial unida por el higado sale de la aorta por el tronco celiaco y sigue la ruta:
primero por el tronco celiaco, seguido de la arteria hepatica comin, posteriormente
por la arteria hepatica propia y por ultimo por las arterias hepéticas derecha e
izquierda, que entran en el higado por la porta. Estas arterias entregan al higado

oxigeno y otros materiales (8).

Ramas de la vena porta hepatica y las arterias hepéaticas se unen en los
espacios entre los Iébulos hepaticos, y ambas drenan hacia las sinusoides hepaticas.
De esta forma, hay una mezcla inusual de sangre venosa y arterial en los sinusoides
(8). Después de su procesamiento en los hepatocitos, la sangre colecta en la vena
central, en el nucleo del I6bulo. Al final, la sangre de las venas centrales converge en
las venas hepaticas derecha o izquierda, sale de la superficie superior del higado y se

vacia en la vena cava inferior cercana (8).
1.2.4.Recuerdo fisiologico
Las funciones méas importantes del higado se detallan a continuacion:

1.2.4.1 Funciones metabdlicas
1.2.4.1.1 Hidratos de carbono

El higado actia como controlador de la glucosa sanguinea,
almacenandola en forma de glucdgeno y liberandola cuando las concentraciones
sanguineas son bajas. Los hidratos de carbono se absorben en el intestino como
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monosacaridos y son transportados al higado mediante la sangre portal. La mayor
parte de la glucosa pasa rdpidamente a través del higado, ingresando en la circulacion
sistémica, donde el aumento de insulina facilita su entrada en los tejidos. En el

higado el exceso de monosacaridos se regula mediante el siguiente mecanismo (9):

e Conversion de otros monosacéaridos en glucosa: la fructosa y la galactosa

pueden convertirse en glucosa (9).

e Sintesis y almacenamiento de glucégeno: el exceso de glucosa se
polimeriza y se almacena como glucdgeno. El glucdégeno almacenado
puede proporcionar glucosa durante 17-24 h durante el ayuno. Cuando las
concentraciones sanguineas de glucosa son bajas, el glucagén y otras
hormonas hiperglicemiantes (como la adrenalina y la hormona de
crecimiento) estimulan la glucogenolisis, degradando el glucdgeno y
liberando glucosa a la sangre (9). Si no se utilizan los depdsitos de
glucégeno, el exceso de glucosa (no liberada a la sangre) finalmente se
transforma en triglicéridos (TG) y se transporta al tejido adiposo para su

almacenamiento (9).

e Gluconeogénesis: el higado (y en menor grado el rifion) tiene la capacidad
de generar glucosa a partir de sustratos como el glicerol, el piruvato y los
aminoacidos alanina y glutamina. Esto proporciona una fuente de energia
alternativa, que se genera principalmente durante el ayuno y la

desnutricion (9).

e Formacion de compuestos quimicos: el exceso de glucosa también puede
convertirse en otros compuestos quimicos (&cido piravico, acido lactico,
acetil CoA) que pueden utilizarse en vias metabolicas como el ciclo del
acido citrico (9).

1.2.4.1.2 Lipidos

La mayoria de los lipidos se empaquetan en quilomicrones en el interior
de los enterocitos. Los quilomicrones entran en los capilares linfaticos del intestino
delgado, pasando a la circulacion sistémica en los grandes vasos de la cavidad

toracica. Asi, la primera entrada al higado de los lipidos absorbidos tiene lugar a
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través de la circulacion sistémica, no de la circulacion portal. EI metabolismo

lipidico hepético incluye (9):

e b-oxidacion de los &cidos grasos: aunque numerosos tejidos utilizan la b-
oxidacion como fuente de energia cuando es necesaria, la tasa es

especialmente elevada en el higado (9).

e Formacion de la mayoria de lipoproteinas: las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se forman en el higado. La VLDL y
la LDL transportan TG y colesterol a los tejidos. La LDL esta implicada
en el desarrollo de enfermedad cardiovascular, dado que se incorpora el
colesterol en placas de ateroma. La HDL transporta lipidos desde los

tejidos hasta el higado y se considera beneficiosa (9).

e Sintesis de colesterol y fosfolipidos: estos sustratos son necesarios para la
formacion de membranas, el colesterol es ademés el precursor de las
hormonas esteroideas y de la bilis. Debido a estas importantes funciones,
el higado asegura un suplemento de estos sustratos sintetizandolos a partir
de otros lipidos. Una enzima hepatica, la hidroximetilglutaril-coenzima A
reductasa (HMG-CoA), representa el paso limitante en la sintesis del
colesterol. La actuacion farmacoldgica para regular el colesterol es la
utilizacion de estatinas (farmacos reductores del colesterol) que actian

inhibiendo esta enzima (9).

e Conversion del glucogeno no utilizado en TG: si el glucgeno hepético no
se utiliza, se convierte en TG, que se transportan al tejido adiposo por las
VLDL (9).

1.2.4.1.3 Proteinas

El metabolismo de las proteinas del higado es esencial para la
supervivencia. El higado procesa los aminoacidos de la dieta y participa en el
procesamiento de los restos nitrogenados para su excrecion. Las funciones

principales del higado en este sentido son (9):
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e Desaminacion de aminoacidos: este mecanismo evita la formacion de
toxinas porque las aminotransferasas eliminan los grupos amino de los

amino&cidos, generando amoniaco (NH3) (9).

e Produccion de urea: el NH3 se combina con CO2 para formar urea, de

este modo se tampona el NH3 y se favorece su excrecion urinaria (9).

e Sintesis de proteinas plasmaéticas: alrededor del 90% de las proteinas
plasmaéticas se sintetizan en el higado. Entre ellas se incluyen: Albimina,
que contribuye a la presion oncotica. Inmunoglobulinas, que participan en
las funciones inmunitarias. Fibrindgeno, que es necesario para la

coagulacion sanguinea (9).

e Interconversion de los aminoacidos: se sintetizan los aminoéacidos

esenciales a partir de otros aminoacidos disponibles.

1.2.4.2 Funcion digestiva (sintesis de la bilis)
El higado produce y secreta 250 a 1 500 ml de bilis por dia. Los
principales constituyentes de la bilis son pigmentos biliares (bilirrubina), sales

biliares, fosfolipidos (sobre todo lecitina), colesterol y iones inorganicos.

El pigmento biliar, o bilirrubina, se produce en el bazo, higado y médula
6sea como un derivado del grupo hemo (sin el hierro) de la hemoglobina. La
bilirrubina libre no es muy hidrosoluble y por consiguiente en su mayor parte es
movilizada en la sangre unida a la proteina albdmina. Esta bilirrubina ligada a
proteinas resulta imposible de filtrar y enviar a la orina por los rifiones, y el higado

tampoco puede excretarla de manera directa en la bilis (10).

El higado puede tomar parte de la bilirrubina libre fuera de la sangre y
conjugarla (combinarla) con &cido glucurdnico; esta bilirrubina conjugada es
hidrosoluble y puede secretarse en la bilis. Una vez en la bilis, la bilirrubina
conjugada puede entrar en el intestino, donde las bacterias la convierten en otro
pigmento llamado urobilindgeno. Los derivados del urobilinégeno imparten un color
marrén a las heces. No obstante, el intestino absorbe alrededor de 30 a 50% del
urobilindgeno, que ingresa en la vena porta. Del urobilinégeno que entra en los
sinusoides hepaticos, parte se secreta en la bilis y de ese modo retorna al intestino en
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una circulacion enterohepatica; la parte restante se integra a la circulacion general. El
urobilin6geno plasmatico, a diferencia de la bilirrubina libre, no se fija a la albimina;
por ello, los rifiones filtran con facilidad el urobilindgeno y lo envian a la orina,

donde sus derivados originan el color &ambar normal (10).

Los acidos biliares son derivados del colesterol que cuentan con dos a
cuatro grupos polares en cada molécula. Los principales acidos biliares en los seres
humanos son el acido coélico y el acido desoxicdlico, que se conjugan con los
aminoéacidos glicina o taurina para formar las sales biliares. En soluciones acuosas,
estas moléculas se “apifian” para formar agregados conocidos como micelas. Las
partes apolares se localizan en la region central de la micela (lejos del agua),
mientras que los grupos polares se dirigen hacia el agua y circundan la periferia de la
micela. En el intestino delgado, la lecitina, el colesterol y otros lipidos penetran en
estas micelas, y la naturaleza dual de las sales biliares (parte polar, parte apolar)
permite que emulsifiquen grasa en el quimo (10).

La produccion hepatica de acidos biliares a partir del colesterol es la
principal via metabolica desintegradora de colesterol en el cuerpo. La cantidad que
esto significa representa alrededor de medio gramo de colesterol convertido en
acidos biliares por dia. No se requiere una cantidad mayor porque alrededor de 95%
de los &cidos biliares liberados en el duodeno se absorbe en el ileon por medio de
acarreadores especificos y, de esa manera, tienen circulacion enterohepatica. Las
sales biliares recirculan 6 a 10 veces por dia, ya que solo se excreta 0.5 g con las
heces (10).

1.2.4.3 Funcion de detoxificacion

Se conocen alrededor de 4 000 000 de productos quimicos, de los cuales
aproximadamente 63 000 son de uso comln y unos 11 500 pueden ser ingeridos
directamente como farmacos o aditivos en los alimentos. Existen otros 50 000
productos contaminantes del medio ambiente. Cuando estos productos penetran en el
organismo, la mayoria no se utiliza para la fabricacién de energia, ni siquiera para
formar parte de las estructuras celulares. Por esta razon son Ilamados xenobidticos.

En esta categoria se incluyen las toxinas y las drogas (11).
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El higado es capaz de proteger al organismo de estos productos mediante
dos mecanismos, generalmente sucesivos. En el primer mecanismo, reacciones de
fase 1, los productos y toxicos se transforman de poco polares y poco hidrosolubles
en productos mucho mas polares e hidrosolubles que, en consecuencia, son mucho
mas facilmente eliminables por la orina. El segundo efecto beneficioso de estas
reacciones de fase | es aumentar la posibilidad de que estos productos puedan ser
conjugados mediante las reacciones de fase Il, con lo que se convierten en menos
activos y toxicos, y mas facilmente eliminables. La combinacion de las reacciones de
fase | y Il constituye los mecanismos hepaticos de desintoxicacion y eliminacion al
exterior (11).

La reaccion de fase | comprende fundamentalmente reacciones de éxido-
reduccion. Las enzimas mas importantes de la oxidacion de drogas son dependientes
de los sistemas del citocromo P-450. La mitad de las drogas oxidadas por el higado
lo son por este sistema y también lo son la gran mayoria de xenobi6ticos y toxicos
(12).

Las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacion para
xenobioticos o toxicos y para la bilirrubina, como ya se coment6 antes. La reaccion
se realiza mediante transferasas. La forma mas habitual de conjugacion en el higado
es la glucuronizacion (xenobiotico + acido glucuronico). La enzima responsable es la
UDP-glucuronil-transferasa, que conjuga con acido glucuronico los —-COOH o los —
OH del xenobidtico, convirtiéndolo en una estructura mas hidrosoluble y acelerando
su excrecion. Otros mecanismos de conjugacion que se realizan en el hepatocito son

los de unidn a sulfato, glutation y taurina (11).

Los mecanismos enzimaticos puestos en funcion por el hepatocito para
eliminar productos quimicos o toxinas pueden generar productos mas activos y
toxicos para el propio organismo que el original, llegandose a la paralizacion de los
sistemas enzimaticos e, incluso, a la lesién de sus organelas (11).

1.2.4.4 Funciones Endocrinas
e Factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1): libera el higado a la
circulacién en respuesta a la hormona de crecimiento. EI IGF-1 media

muchos de los efectos sométicos de la hormona de crecimiento (9).
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e Angiotensindgeno: es el precursor de la angiotensina | y 1l (la
angiotensina tiene un cometido importante en la regulacion de la presién

sanguinea) (9).

e Trombopoyetina (TPO): estimula a las células madre en la médula Gsea
para su diferenciacion en megacariocitos, que daran lugar a las plaquetas.

Las plaquetas intervienen en la coagulacion de la sangre (9).

e Factor de crecimiento de los hepatocitos (FCH): actla localmente para
estimular la regeneracion de las células hepaticas y resulta de especial

importancia cuando el 6rgano se lesiona (9).

e Metabolismo de la vitamina D: el higado hidroxila el colecalciferol
(procedente de la dieta o sintetizado en la piel) para formar 25-
hidroxicolecalciferol. Este ain no es activo y debe ser hidroxilado
nuevamente para convertirse en la forma activa de la vitamina D, el 1,25-
dihidroxicolecalciferol. La vitamina D es un regulador fundamental de la

absorcion intestinal de calcio (9).

1.2.5.Enfermedades del higado y vesicula biliar

Hepatitis. Es un proceso inflamatorio que afecta al higado y que se
caracteriza por un dafio en el tejido hepéatico que puede desencadenar su insuficiencia

funcional.

Se produce por diversas causas como infecciones virales y bacterianas,
alcohol, farmacos o enfermedades inmunitarias. Sus sintomas son inespecificos y, en

algunos casos, aparece ictericia (piel y mucosas pigmentadas de amarillo).

Las méas frecuentes son las de origen viral; se pueden distinguir varios
tipos de virus productores de la enfermedad. Para diferenciarlas, se designa una letra
(A, B,C, D, E).

 Hepatitis A y E. No presentan gravedad y suelen cursar de forma
asintomatica. Se transmiten por via oral a través del agua o alimentos contaminados.

* Hepatitis B y C. Se transmiten por via parenteral o por via materna,

durante el embarazo o el parto. La cronificacion es el problema fundamental y ocurre
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con mas frecuencia en la C, pudiendo generar a largo plazo una cirrosis hepética o un
tumor hepético (hepatocarcinoma).

* Hepatitis D. En este caso, el virus no puede actuar si previamente la
persona no esta infectada con el virus de la hepatitis B. Los sintomas son parecidos a

los producidos por otras enfermedades hepaticas virales.

— Cirrosis hepética. Es la consecuencia final de enfermedades hepéticas
cronicas; genera una pérdida de la arquitectura normal del higado y una disminucién

progresiva de sus funciones.

— La primera fase de la enfermedad cursa de forma asintomatica, pero
cuando progresa puede aparecer un acumulo de liquido en el abdomen (ascitis) y, en

casos avanzados, un funcionamiento anormal del cerebro.

—  Tumores hepaticos. EI més frecuente es el hepatocarcinoma, cuyos
factores de riesgo son la cirrosis hepatica producida por hepatitis B o C y la
esteatosis o inflamacién grasa del higado. El diagndstico se realiza con ecografia,

TAC, . resonancia magnética y biopsias.

— Litiasis biliar o colelitiasis. Es la formacion de calculos dentro de la
vesicula biliar o en el conducto biliar comun. El sintoma principal es un dolor
continuo en el abdomen, en forma de cdlico biliar o hepatico, que puede irradiarse al

hombro derecho y a la espalda.

1.2.6.Pruebas Complementarias para la valoracion de la Funciéon Hepatica

1.2.6.1 Determinaciones analiticas
e Bilirrubina: Su cifra normal en sangre es habitualmente menor de 1
mg/dl. La hiperbilirrubinemia (bilirrubina > 1 mg/dl) produce ictericia
(tinte amarillento de la piel y mucosas). La hiperbilirrubinemia se puede

asociar a enfermedades hepaticas y extrahepaticas (7).

e Albimina sérica: Su cifra normal es de 3,5- 55 g/dl. Ya hemos
comentado que la albimina es sintetizada por el higado y una de las
causas de su disminucion (hipoalbuminemia) son las enfermedades

hepaticas. No obstante, otras enfermedades como las pérdidas renales de
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albdmina (p. ej., sindrome nefrético) o la desnutricion pueden ocasionar

hipoalbuminemia (7).

e Estudio de coagulacién: El higado sintetiza la mayor parte de los factores
de coagulacion. Las enfermedades hepéticas, por tanto, pueden alargar los
tiempos de coagulacion (tiempo de protrombina y tiempo de

tromboplastina parcial activado) (7).

e Amonio plasmatico: ElI amonio deriva de la degradacion de los
aminoacidos por las bacterias intestinales y los hepatocitos lo transforman
en urea. En condiciones normales su cifra en sangre es de 10-80 pg/dl.
Una de las causas de la elevacion de amonio en sangre son las

enfermedades hepaticas (7).

e Fosfatasa alcalina: Cifra normal 30-120 U/I. Las fosfatasas alcalinas son
enzimas relacionadas con el transporte de metabolitos a través de
membranas. Se encuentran en muchos érganos; placenta, intestino, rifion,
huesos, higado, etc., y por tanto se pueden elevar en muchas
enfermedades. Disponemos, no obstante, de sistemas de determinacion de
sus isoenzimas que nos permiten conocer, en casos de duda, si su origen
es hepatico, 6seo, etc. Su elevacion en los procesos hepéticos guarda
relacion con la existencia de colestasis (obstruccion al flujo de salida de la
bilis) (7).

e Gamma GT (gamma glutamil transpeptidasa): Cifra normal 0-30 U/1. Se
trata de una enzima que sirve para el transporte de aminodcidos a través
de las membranas. Al igual que la fosfatasa alcalina, se encuentra en
muchos tejidos (rifidn, pancreas, higado, bazo, corazon, etc.) y se eleva en
las enfermedades hepaticas, al igual que la fosfatasa alcalina,

fundamentalmente si hay colestasis (7).

e Transaminasas: Las dos principales transaminasas son la GOT
(transaminasa glutdmico oxalacética) y la GPT (transaminasa glutamico
piravica). La cifra normal de ambas debe ser menor de 35 U/1. Estas
enzimas son responsables de la transformacion de los grupos amino (de

los aminoacidos) para su posterior eliminacion en forma de urea. Siempre
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que exista destruccion de los hepatocitos se  producira

hipertransaminasemia (elevacion de la cifra de transaminasas) (7).

1.2.6.2 Pruebas de imagen
La ecografia, la tomografia computadorizada (TC) y la resonancia
magnética abdominal permiten valorar la morfologia, el tamafio y las posibles

lesiones hepaticas (7).

1.2.6.3 Biopsia hepatica
Generalmente se hace guiada por ecografia o por TC y permite realizar
un estudio anatomopatoldgico de la arquitectura hepatica o de lesiones focales o

localizadas (7).

1.2.6.4 Elastografia hepatica

Es una técnica incruenta reciente, basada en la aplicacion de ultrasonidos
a traves del higado. Informa sobre el grado de elasticidad del tejido hepéatico que
guarda relacion directa con el grado de fibrosis (rigidez) que presenta. Es util para

evaluar la fibrosis hepatica en los casos de hepatopatias crénicas o cirrosis (7).

1.3. SILIMARINA
1.3.1.Accidn terapéutica.

Hepatoprotector. (12)

1.3.2.Propiedades.

La silimarina es el nombre genérico de un grupo de compuestos naturales
(silibina, silidianina y silicristina) extraidos del fruto de la planta medicinal Carduus

marianus, reconocida por su actividad antihepatotoxica. (13)
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1.3.3.Farmacodinamia

La silimarina impide la peroxidacion de los lipidos de la membrana
celular y de las organelas de los hepatocitos, lo que protege la integridad y la funcion
hepatica de las sustancias toxicas enddgenas y exogenas; aumenta la sintesis de RNA
mensajero y, en consecuencia, acelera la sintesis de proteinas. Se emplea en el
tratamiento de hepatopatias crdnicas, cirrosis, esteatosis y lesiones hepatotdxicas, en
las que produce una mejoria de los sintomas clinicos (cefaleas, astenia, anorexia,

trastornos digestivos, etc.). (13)

1.3.4.Indicaciones.

Hepatitis viral, hepatopatias cronicas de diferente etiologia (toxicas,
metabolicas, infecciosas, alcoholica), cirrosis y esteatosis. (13) Tratamiento de
lesiones de origen tdxico-metabdlico, especialmente aquellas que se caracterizan por
una intensa peroxidacion, como las provocadas por una ingesta cronica de alcohol y
de medicamentos hepato-toxicos, esteatosis hepatica, hepatitis alcohdlica y cirrosis
hepatica. (14)

1.3.5.Dosificacion.

Nifios de 10 a 15kg: 25mg, 3 veces al dia. Nifios de 15 a 30kg: 50mg, 3
veces al dia. Adolescentes: 75mg, 3 veces al dia. Adultos: 70 a 140mg, 3 veces al
dia, durante 5 a 6 semanas. (13) Oral: 80-150 mg/8 h, mantenimiento: 80-150 mg/12
h. Duracion: 4-6 sem. (14)

1.3.6.Reacciones adversas.

Epigastralgias, diarrea, reacciones cutaneas alérgicas. (13)

1.3.7.Precauciones y advertencias.

No tiene efectos embriotoxicos, puede ser administrado durante el

embarazo y el periodo de lactancia. (13) Se desconoce si la silimarina o sus
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metabolitos se excretan en la leche materna. Por tanto, no se puede excluir el riesgo

en recién nacidos. (14)

1.3.8.Interacciones.

No se han encontrado. (13) (14)

1.3.9.Contraindicaciones.

Hipersensibilidad a la silimarina. Obstruccion mecanica de las vias
biliares. (13)

1.4. PARACETAMOL

Es un analgésico y antipirético de eficacia similar o un poco menor que la
aspirina, usado generalmente en pacientes que no toleren o en los que esté
contraindicado el uso de salicilatos. Es una droga con muy buena tolerancia
gastrointestinal y se la puede definir como completamente inocua a dosis adecuadas,
pero altamente mortal cuando se produce intoxicacion aguda con dosis altas (15).

HO
~s 0

AN

N CH
H 3

Figura N° 2: N-(4-hidroxifenil) etamida
Fuente: (12)

1.4.1.Farmacocinética

El paracetamol oral tiene una excelente biodisponibilidad. Las
concentraciones plasméaticas maximas ocurren en un lapso de 30-60 minutos, y la t
1/2 en plasma es de casi dos horas. Se distribuye de manera uniforme en la mayoria

de los fluidos corporales (16). La union del farmaco a proteinas plasmaticas es
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variable, pero menor que con otros NSAID. Alrededor de 90-100% del farmaco
puede recuperarse en la orina en el primer dia a una dosis terapéutica, principalmente
después de la conjugacion hepética con acido glucuronico (~60%), acido sulfirico
(~35%) o cisteina (~3%); pequefias cantidades de hidroxilados y metabolitos
deacetilados también han sido detectados (16). Los nifios presentan menor capacidad
de glucuronidacion del medicamento que los adultos. Una pequefia proporcion de
paracetamol se somete a N-hidroxilacion mediada por CYP para formar NAPQI, un
intermedio con reactivos muy elevados. Este metabolito por lo regular reacciona con
grupos sulfhidrilo en GSH y por tanto se vuelve inofensivo. Sin embargo, después
del consumo de grandes dosis de paracetamol, el metabolito se forma en cantidades
suficientes para reducir el GSH hepatico y contribuye significativamente a los

efectos toxicos de la sobredosis (16).

1.4.2.Farmacodinamia

El paracetamol tiene efectos analgésicos y antipiréticos similares al acido
acetilsalicilico, pero posee efectos antiinflamatorios débiles. Se ha postulado que el
paracetamol tiene poca capacidad para inhibir las isoformas de COX en presencia de
altas concentraciones de perdxido, como ocurre en los sitios de inflamacion. La
inhibicién de COX puede ser desproporcionada en el encéfalo, lo que explica su

efecto antipirético (17).

1.4.3.Indicaciones

Aunque se ha afirmado que es equivalente del acido acetilsalicilico como
analgésico y antipirético, el paracetamol carece de propiedades antiinflamatorias y de
inhibicion plaquetaria y no modifica las concentraciones de acido drico. El farmaco
es til en el dolor leve a moderado, como cefalea, mialgia, dolor puerperal y otras
circunstancias en las que el &cido acetilsalicilico es un analgésico eficaz (18). El
paracetamol solo es un tratamiento inadecuado para los trastornos inflamatorios
como la artritis reumatoide. Para la analgesia leve, el paracetamol es el farmaco
preferido en enfermos alérgicos al &cido acetilsalicilico o cuando los salicilatos son
poco tolerados. Es preferible el &cido acetilsalicilico en personas con hemofilia o
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antecedentes precipita broncoespasmo. A diferencia, de la aspirina, el paracetamol no
antagoniza los efectos de los farmacos uricosuricos (18).

1.4.4.Posologia

La dosis oral convencional de paracetamol es 325-650 mg cada 4-6 h; las
dosis diarias totales no deben exceder 4 g (2 g/d) para alcohdlicos cronicos. Las dosis
Unicas para nifios de 2 a 11 afios dependen de la edad y el peso (~10-15 mg/kg); no
se deben administrar mas de cinco dosis en 24 h. Esta disponible una preparacion
inyectable. Se justifica atencion especial debido a la disponibilidad de una amplia
variedad de prescripciones y medicamentos de ingredientes multiples sin receta que
representan fuentes de paracetamol superpuestas potencialmente toxicas (16).

1.4.5.RAMS.

En dosis terapéuticas, el paracetamol es muy bien tolerado y, quiza, sea
el AINE mas seguro de todos. A veces pueden aparecer alergias en forma de
erupciones eritematosas, urticarias y otras reacciones. En general no hay
hipersensibilidad cruzada con los salicilatos. La toxicidad hemaética (leucopenia,

trombocitopenia) es rara (19).

1.4.6.Interacciones

La uUnica interaccion que puede revestir importancia clinica es la que
puede presentarse en administracion conjunta con anticoagulantes orales. Aunque a
dosis terapéuticas el paracetamol no parece alterar la coagulacién en la mayoria de
los pacientes tratados con anticoagulantes orales, parece prudente controlar el tiempo
de protrombina (INR) al comienzo y al final de un tratamiento regular a dosis
superiores a 2 g/dia (20).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

1.4.7 Hepatotoxicidad

La lesion hepética con paracetamol implica su conversion al metabolito
toxico NAPQI. Las conjugaciones de glucuronido y sulfato llegan a saturarse, y
soportan grandes aumentos de hidroxilacion N mediante CYP para formar NAPQI.
Esto se elimina de forma ré&pida por conjugacién con GSH y luego se metaboliza a un
acido mercapturico y se excreta en la orina. En el contexto de la sobredosis de
paracetamol, los niveles hepatocelulares de GSH se agotan (16). EI metabolito
NAPQI altamente reactivo se une de manera covalente a las macromoléculas de las
celulas, lo que lleva a la disfuncion de los sistemas enziméticos y el desorden
estructural y metabdlico. Ademas, el agotamiento de GSH intracelular hace que los
hepatocitos sean muy susceptibles al estrés oxidativo y la apoptosis. También puede

ocurrir necrosis tubular renal y coma hipoglucémico (16).

En adultos, la hepatotoxicidad puede ocurrir después del consumo de una
dosis Unica de 10-15 g (150-250 mg/kg) de paracetamol; dosis de 20-25 g 0 méas son
potencialmente letales. Las condiciones de induccion de CYP (p. ej., consumo
excesivo de alcohol) o agotamiento de GSH (p. €j., ayuno 0 malnutricion) aumentan
la susceptibilidad a la lesién hepatica, que se ha documentado, aunque de manera
poco frecuente, con dosis en el rango terapéutico (16). Las transaminasas plasmaticas
se vuelven elevadas, a veces muy notables, comenzando alrededor de 12-36 h

después del consumo.

Los sintomas que ocurren durante los primeros dos dias de intoxicacion
aguda por paracetamol reflejan los trastornos gastricos (p. ej., nauseas, dolor
abdominal, anorexia) y son indicio de la potencial gravedad de la intoxicacion (16).
Las indicaciones clinicas de dafio hepéatico se manifiestan al cabo de 2-4 dias del
consumo de dosis tdxicas, con dolor subcostal derecho, hepatomegalia, ictericia y
coagulopatia. Pueden presentarse alteracion renal o insuficiencia renal declarada. Las
anomalias enzimaticas del higado, en general, alcanzan un maximo a 72-96 h
después del consumo. La biopsia hepatica revela necrosis centrolobulillar sin afectar
el area periportal. En los casos no mortales, las lesiones hepaticas son reversibles

durante un periodo de semanas 0 meses (16).
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1.4.8. Tratamiento de la intoxicacién

La gravedad del cuadro, que puede ser mortal, y su pronéstico han de
valorarse mediante la determinacion de las concentraciones plasmaticas de
paracetamol en relacion con el momento de la ingestion (tabla 23-6). De acuerdo con
esta valoracion, el tratamiento seréd sintomatico o dirigido a neutralizar el metabolito
reactivo con productos ricos en grupos SH (20). EI mas recomendado en el momento
actual es la N-acetilcisteina. Puede administrarse por via oral o intravenosa, si es
posible dentro de las primeras 8 h tras la ingestion, pero el plazo puede prolongarse
hasta las 24 h, si bien el riesgo de desarrollar una lesion hepatica irreversible
aumenta a medida que se retrasa el comienzo del tratamiento. Por via oral se
administran inicialmente 140 mg/kg, seguidos de 70 mg/kg cada 4 h durante 3 dias.
Por via intravenosa se inyecta una infusion inicial de 150 mg/kg en dextrosa al 5%
durante 15 min; en las siguientes 4 h, 50 mg/kg en 500 mL, y en las siguientes 16 h,
100 mg/kg en 1.000 mL. Si los vOmitos son abundantes, es obligada la
administracion intravenosa. En caso de no conocerse el momento de la ingestion,
puede recurrirse a estimar la semivida plasmatica del paracetamol a partir de dos
determinaciones, separadas por 2 0 mas horas. Una semivida claramente superior a 4
h indicaria un posible dafio hepatico (20).
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CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES Y REACTIVOS
2.1.1.Material vegetal

El material vegetal estuvo conformado por especimenes recolectados de
Mimulus glabratus H.B.K. (berro).

2.1.2.Material animal

El material animal estuvo conformado por especimenes pertenecientes a
la especie Rattus novergicus, todos machos de 3 a 5 meses de edad, con pesos de
2809 a 353¢.

2.1.3.Material de laboratorio: Utillaje
e Matraces
e Pipetas graduadas

e Punteras de 50ul, 100ul y 1000ul
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e Micropipeta

e Probetas graduadas

e Tubos de ensayo

e Tubos ependorf

e Varillas de agitacion
e Vasos de precipitados
e Capilares

e Cuba cromatografica

2.1.4.Material de laboratorio: Equipos
e Balanza analitica (Ohaus Pioner Tm)
e Balanza de precision
e Centrifuga
e Cocina eléctrica
e Equipo Rotavapor
e Equipo Soxhlet
e Estufa de desecacion 854 (Shwabach-Germany)
e Frigorifico de conservacion (Buchz Switzerland R —114)
e Mechero Bunsen

e Espectrofotometro (Fhotometer 5010)

2.1.5.Material de laboratorio: Reactivos
e Acetato de etilo ACS (BAKER)
e Acido acético Q.P. (MERCK)

e Acido formico (MERCK)
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e Acido sulfirico ACS (MERCK)
e Agua destilada

e Tween 20 (MERCK)

e Alcohol etilico

e Alcohol yodado

e Cloroformo (Triclorometano) ACS (BAKER)
e Cloruro de aluminio

e Cloruro férrico ACS (MERCK)

e Etanol 96% (DELTA QUIMICA)

e Metanol ACS (BAKER)

e Reactivo Dragendorff

e Reactivo Liebermann Burchard

e Vainillina

2.1.6.Material de laboratorio: Dirvesos
e Algoddn
e Céamara fotografica
e Campo de tela
e Detergente
e Espétulas
e Frascos de vidrio color oscuro
e Gorro de laboratorio
e Gradilla para tubos de ensayo

e Guantes quirdrgicos
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e Jaulas para ratas

e Jeringa hipodérmica de 3ml

e Laminas de silica gel
e Mascarilla

e Papel filtro

e Plumoén marcador

¢ Regjilla de asbesto

e Sonda orogastrica

e Soporte universal

2.2. METODOLOGIAS UTILIZADAS
2.2.1.0btencion de la planta

2.2.1.1 Recoleccion de la planta medicinal

Los especimenes de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) fueron
recolectados en la zona de Tilumpaya, perteneciente al distrito de Chiguata,
departamento de Arequipa. La planta prosperaba en los bordes de riachuelos

formados por agua de manantial (agua de 0jo) que se encuentran en dicha zona.

Por la ubicacién del lugar, la recoleccion inicié a las 9 de la mafana, se
retiraron especimenes completos de Mimulus glabratus H.B.K. (berro), no solo con
la finalidad de estudio, sino también para su identificacion correspondiente. Se
recolecto aproximadamente 8 kilogramos de planta fresca.

2.2.1.2 Seleccion de la planta

La planta de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) esta constituida por las
hojas, para obtenerlas se selecciond el material vegetal recolectado, descartando
hojas en mal estado, con restos de tierra, heces, parasitismo o infecciones. En el caso
del berro se observo hojas dafiadas, estas fueron retiradas.
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Figura N°3: Ejemplo de hoja no seleccionada de berro
FUENTE: Registros de investigacion propios

2.2.1.3 Estabilizacion de la droga

La droga (hojas de Mimulus glabratus H.B.K. [berro]) seleccionada fue
estabilizada, mediante el método de calor seco en estufa de desecacion a una
temperatura de 100°C durante 2 minutos.

2.2.1.4 Desecacion de la droga

Las hojas estabilizadas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) fueron
desecadas, para posteriormente hacer la extraccion, esta desecacion fue mediante
calor artificial, utilizando estufa de desecacion a una temperatura de 40°C durante 2
horas.

2.2.1.5 Trituracion

La trituracion de la droga se realizo6 con la finalidad de reducir el tamafio
de esta y facilitar la extraccién, para ello se utilizd6 como método la trituracion
manual, mediante mortero y pistilo de porcelana, se triturd hasta un tamafio de
particula de droga para infusion.
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Figura N° 4: Trituracion de la droga
FUENTE: Reqistros de investigacion propios

2.2.2.0btencion del extracto

2.2.2.1 Proceso de extraccion
Meétodo

Los extractos se obtuvieron mediante extraccion en equipo Soxhlet.
Fundamento

La extraccion solido-liquido, se usa a menudo para extraer un producto
natural a partir de su fuente natural, tal como una planta. Se escoge un solvente que
selectivamente disuelva el compuesto deseado pero que deje los solidos insolubles

indeseados en su fuente natural (21).

El s6lido que se va extraer se coloca en un dedal hecho de papel filtro, y
el cual se inserta en el centro de la camara. Un solvente de bajo punto de ebullicién,
por ejemplo, alcohol etilico o éter dietilico, se coloca en el balon de destilacion de
fondo redondo y se calienta hasta reflujo. Los vapores suben por el lado izquierdo
hacia el condensador donde se condensan (21). El liquido condensado cae dentro del
dedal que contiene el sélido. El solvente caliente empieza a llenar el dedal y extrae el

compuesto deseado a partir del material vegetal. Una vez que el dedal se llena con el
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solvente, el brazo de la derecha actia como sifon, y el solvente, el cual contiene el
compuesto deseado disuelto, regresa dentro del balon de destilacion.

El ciclo vaporizacion-condensacion-extraccion-evacuacion por el sifon,
se repite varias veces, y el producto deseado se concentra en el balon de destilacion
(21).

Procedimiento
Se realizé el mismo procedimiento para ambos solventes (etanol y cloroformo).

- Para el proceso de extraccion lo primero que se realizd fue pesar el papel
filtro, luego se procedio a pesar el mismo papel filtro con 15 g de muestra
(hojas de berro trituradas), terminado ello se procedié a armar la muestra en

forma de un tamalito pequefio amarrado con un hilo.

- Se procedié armar el equipo soxhlet donde se colocé primero un soporte con
sus respectivos ganchos, seguido después se sujetd la boca esmerilada del
extractor soxhlet o tubo soxhlet, luego se conecté con el matraz baldn del
equipo, previo a ello se llend con 150 ml de solvente (llamese alcohol etilico

o cloroformo).

- Se colocd la muestra en el cartucho del equipo, posteriormente se coloco el
condensador que a su vez posee una entrada y salida de agua, el de entrada
fue conectado con el cafio de agua para que ingrese el agua a la parte del

condensador y este asi nos permita refrigerar el sistema.

- por ultimo, se procedié a prender la cocina eléctrica para posteriormente

esperar el proceso de extraccion.

Figura N° 5: Extraccion de extractos mediante equipo soxhlet

FUENTE: Registros de investigacion propios

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

2.2.2.2 Concentracion

La concentracion representa la etapa siguiente al proceso de extraccion.
El proceso de concentracion busca aumentar el contenido de sélidos en el extracto
con la finalidad de: a) alcanzar un determinado contenido del residuo seco; b)
fabricar extractos blandos y c¢) como etapa preliminar en la produccién de extractos
secos (22).

En la elaboracién de los productos fitoterapéuticos, la concentracion es
una etapa problematica, debido a la posibilidad de degradacion de sustancias
termolébiles. Las soluciones que contienen sustancias estables pueden ser
concentradas en equipos comunes y a presion normal o al vacio, pero la mayoria de
los extractos deben ser evaporados a temperaturas bastante bajas en la medida de lo

posible, asi como, al vacio (22).
Procedimiento
Se realizé el mismo procedimiento para ambos disolventes (etanol y cloroformo).

- Terminado el procedimiento de extraccion, el contenido obtenido se lleva al
equipo rotavapor, para ello lo primeo que se realizé fue conectar el agua de
refrigeracion para evitar que el disolvente evaporado pase a la bomba de

vacio.

- Luego se procedio a encender la bomba del vacio y se conectd el matraz con
el contenido a evaporar (llamese extracto etanolico o cloroférmico), luego se

encendio el motor para que gire el matraz.

- posteriormente se cerro la llave de conexion que esté en la parte superior del
refrigerante para hacer vacio en el sistema y se produzca | a evaporizacion,
para ayudar la evaporacion se sumergio el matraz en bafio termostatizado a
temperatura de 37°C. El procedimiento termin6 hasta cuando se obtuvo un
volumen aproximado de 25 ml del contenido, posteriormente esta minima
parte se transfirié en un beaker de 250 ml previo a ello se pesé el vaso vacio,
se llevd a bafio maria con la ayuda de un termometro se llevd a una
temperatura de 37°C hasta sequedad, una vez terminado el procedimiento se
llevo a pesar y con ello se obtuvo los rendimientos respectivos.
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Figura N° 6: Eliminacion de los disolventes mediante equipo rotavapor

FUENTE: Registros de investigacién propios

2.2.3.Método para el analisis fitoquimico

2.2.3.1 Cromatografia en capa fina

La cromatografia es una técnica que permite la separacion y purificacion
de sustancias con base en las diferencias de adsorcion entre dos fases: una movil y
una estacionaria. Existen diferentes cromatografias, segun las fases involucradas:
solida-liquida (cromatografias de columna, de capa delgada y de papel), liquido-

liquido (cromatografia liquida de alta resolucion) y gas-liquido (23).

Una técnica cromatografica mas sencilla que se utiliza para analizar la
separacion de una mezcla de compuestos es la cromatografia de capa fina que se basa
en la preparacion de una capa uniforme, de un adsorbente sobre una placa de vidrio o
de aluminio. El desarrollo del cromatograma en capa fina se realiza normalmente por
el método ascendente, esto es, al permitir que un eluyente ascienda por una placa casi
en vertical, por la accién de la capilaridad (23).

La mezcla que se desea separar se disuelve en una pequefia cantidad del
solvente organico de bajo punto de ebullicién para evaporarlo facilmente, luego del
experimento y con un capilar de punta muy fina se realiza un toque sobre la placa
(23). Estos toques deben quedar ubicados sobre una linea margen a una distancia del
borde inferior de un centimetro aproximadamente. Esto se hace para caracterizar los

valores de Rf. La constante Rf expresa la posicién de un compuesto sobre una placa
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y mide la retencion de un componente. Se define como el cociente entre la distancia
recorrida por el soluto y la distancia recorrida por el solvente (23).

Procedimiento

Para la realizacion del andlisis fitoquimico se procedid a preparar placas
de silica gel con dimensiones de 3 cm de ancho por 10 cm de alto, posteriormente se
traz6 una linea a 1cm de la base, constituyendo la linea de sembrado, y otra al frente

a 1 cm del borde superior, constituyendo la linea de limite del disolvente.

Se prepararon las fases mdviles para las siguientes reacciones: General,
terpenos, flavonoides, taninos y alcaloides. Se trabajo con estas reacciones ya que se
trata de un extracto total.

2.2.3.1.1 Fases Mdviles
Para la reaccion general se utilizé el siguiente sistema de disolventes y

sus proporciones (24):

Disolvente Acetato de etilo Metanol Agua
Proporcion 97 20 10

Para la reaccion de terpenos se utilizo el siguiente sistema de disolventes

Yy Sus proporciones (24):

Disolvente Acetato de etilo Tolueno

Proporcién 95 5

Para la reaccién de flavonoides se utilizd el siguiente sistema de

disolventes y sus proporciones (25):
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Disolvente Acetato de etilo | Acido acético | Acido formico Agua
Proporcién 100 11 11 26

Para la reaccion de taninos se utilizo el siguiente sistema de disolventes y
sus proporciones (25):

Disolvente Metanol Agua

Proporcién 70 30

Para la reaccion de alcaloides se utilizd el siguiente sistema de
disolventes y sus proporciones (25):

Disolvente Acido acético Metanol Agua

Proporcién 70 10 20

2.2.3.1.2 Reveladores
General

El revelador para la reaccion general fue el reactivo de vainillina &cido
sulfdarico.

Sol. a: solucion etanélica de H2SO4 al 5%
Sol. b: solucidn etandlica de vainillina al 1%.
Aspersar con a y luego con b, Calentar 5-10 min. A 110 °C.

Deteccion: aceites esenciales, terpenoides, derivados de fenilpropano,
fenoles, etc. (26).

Terpenos

Reactivo de Liebermann Burchard: Mezclar 5 ml de acido acético y 5ml
de &cido sulfarico concentrado. Esta mezcla se agrega con cuidado y enfriando a 50
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ml de etanol (preparar poco antes de su uso). Deteccion: una coloracién verde indica

la presencia de triterpenos y/o esteroles (22).

Flavonoides

Rociar una solucion de cloruro de aluminio al 1% en etanol. La aparicion
de una mancha fluorescente bajo luz UV es indicativa de flavonoides (27).

Taninos y polifenoles

Los compuestos fendlicos se detectan por la coloracion parda que
producen en presencia de una solucion de cloruro férrico al 1% (27).

Alcaloides

Reactivo Dragendorff: Se prepara mezclando 8 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 ml de &cido nitrico al 30% con una solucién de 27.2 g de
yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se deja reposar por 24 horas, se decanta y se
afora a 100 ml. La presencia de alcaloides se detecta al producirse una coloracion

naranja rojiza (27).
2.2.4.Métodos para evaluar el efecto hepatoprotector

Previo a la evaluacion del efecto hepatoprotector se consideraron ciertos

aspectos previos, los que se detallan a continuacion:

2.2.4.1 Aspectos previos

Previamente a la evaluacion del efecto hepatoprotector de las hojas de
Mimulus glabratus (berro) se acondicioné la unidad biol6gica animal, con una
alimentacion balanceada mismas condiciones de cautiverio y agua a disposicion
uniformes. Luego de ello se identificé y marcé cada animal para proceder a obtener
sus pesos corporales, esto UGltimo con la finalidad del calculo de dosis.
Posteriormente fueron distribuidos en los grupos experimentales correspondientes.
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2.2.4.2 Dosis de los extractos

Debido a que no estan disponibles datos relacionados a la dosificacion
preclinica en roedores de extractos secos de hojas de Mimulus glabratus (berro) es
que se establecieron de manera experimental dos dosis, con un rango amplio entre
ellas. Una dosis menor o dosis baja y una dosis mayor o dosis alta; debido a que la
dosis menor podria ser luego de la experimentacion eficaz solamente esta o ineficaz,
entonces en este contexto se encuentra la dosis mayor que luego de la
experimentacion podria ser eficaz o ineficaz. La cantidad de dosis fue fijada
arbitrariamente como dosis menor de 200 mg/kg y 800 mg/kg como dosis mayor.

2.2.4.3 Conformacion de grupos experimentales
Los grupos experimentales que se conformaron al azar o en forma
aleatoria, para ello se marcaron los animales con una solucién de violeta de genciana,

marcando segln sus partes anatomicas, para luego constituir los siguientes grupos:

e Grupo control: Conformado por 5 animales de experimentacién a los que

se les administrard 3 ml de suero fisiologico.

e Grupo Extracto Etandlico dosis menor: Conformado por 5 animales de
experimentacion a los que se les administrara P.O. 200 mg/kg de extracto

etandlico seco de Mimulus glabratus (berro).

e Grupo Extracto Etandlico dosis mayor: Conformado por 5 animales de
experimentacion a los que se les administrara P.O. 800 mg/kg de extracto

etandlico seco de Mimulus glabratus (berro).

e Grupo Extracto Cloroférmico dosis menor: Conformado por 5 animales
de experimentacion a los que se les administrara P.O. 200 mg/kg de
extracto cloroférmico seco de Mimulus glabratus (berro).

e Grupo Extracto Cloroférmico dosis mayor: Conformado por 5 animales
de experimentacion a los que se les administrara P.O. 800 mg/kg de
extracto cloroférmico seco de Mimulus glabratus (berro).
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e Grupo Silimarina: Conformado por 5 animales de experimentacion a los
que se les administrara P.O. silimarina a una dosis de 200 mg/kg

contenida en una especialidad farmacéutica comercial. (28) (29)

2.2.4.4 Esquema experimental

La evaluacion se organizO a manera de pasos solapados y otros
consecutivos, en primer lugar, mientras se acondicionaba la unidad animal, se
obtenia y concentraba los extractos, de modo tal que coincida su obtencion al

término del tiempo de acondicionamiento.

El acondicionamiento de la unidad animal consistio en seguir un
protocolo de alimentacion y cuidado uniformes, es decir, se les aliment6 a la misma
hora la misma cantidad de comida balanceada y siempre con agua a disposicion. El
bioterio al ser un ambiente destinado a la crianza de animales de laboratorio, provee
las mismas horas de luz y sombra a todos los animales y todos nacen, crecen y se

reproducen en condiciones de cautiverio.

Luego se distribuy6 en los grupos experimentales conforme lo descrito
en el punto anterior (2.2.4.3). A cada animal se le administr6 su tratamiento
conforme el grupo asignado. Este tratamiento se administré dos veces al dia a media
mafiana y a media tarde durante un mes. Transcurrido este periodo, se les indujo
dafio hepatico, conforme se describe mas adelante, después del periodo de injuria
hepética los animales se sometieron a un ayuno de 24 horas previas a la obtencion de
la sangre segln el método descrito. Inmediatamente se procedié al anélisis de los
marcadores bioquimicos de la funcién hepatica.

Toda esta secuencia de procedimientos se resumié mediante el
flujograma expuestos en la Figura N° 7, iniciando desde el acondicionamiento de la
unidad vegetal (recuadro naranja oscuro) para culminar con el andlisis de los datos
obtenidos mediante la cuantificacion de indicadores hepaticos mediante los

marcadores bioquimicos de la funcion hepética.
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Figura N° 7: Esquema experimental
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2.2.4.5 Induccion de hepatotoxicidad inducida por Paracetamol

La hepatotoxicidad serd inducida por paracetamol, para ello se
administrara por via intraperitoneal una dosis de 200 mg/kg de paracetamol durante 5
dias, una vez al dia (28) (30) (31).

2.2.4.6 Toma de muestra sanguinea

La determinacion de los pardmetros bioquimicos se realizaron en
muestras de sangre lo que implica la colecta de sangre del animal de
experimentacion, esta toma se realizé luego de la administracién de los extractos y se
realizaron mediante el método de Dorman, que consiste en obtener la sangre
mediante puncion del Angulo interno del ojo de los animales de experimentacion a
través de un tubo capilar de vidrio. La muestra es recibida en tubos de ensayo; se
transporta con cuidado hacia la centrifuga. El dosaje de transaminasas se realiza en

plasma.

2.2.4.7 Cuantificacion de indicadores hepéticos
2.2.4.7.1 Determinacion de TGP

Se utiliz6 el método colorimétrico segun Reitman y Frankel para la
cuantificacion de la transaminasa glutamica-oxalacética (TGO) y transaminasa
glutdmica piravica (TGP) o alanina transaminasa (ALT) en plasma, optimizado de
acuerdo a IFCC (Federacion Internacional de Quimica Analitica y Medicina de
Laboratorio).

Fundamento

Las transaminasas son enzimas clave en la interconversién de
aminoacidos y sus cetoacidos por transferencia del grupo amino al par formado por
el glutamato/oxoglutarato. La determinacion de esta enzima es muy Util, por ejemplo,
para enfermedades hepaticas agudas y cronicas (32). EI método se fundamenta
ademas en el acoplamiento de una segunda reaccién enzimatica como indicadora del
proceso, la catalizada por la lactato deshidrogenasa, que transforma en piruvato
producido en la primera reaccion enzimatica en lactato; al mismo tiempo la
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reduccion del piruvato va acompafiada de la oxidacion del NADH a NAD", lo que
permite seguir el transcurso de la reaccion determinando la desaparicion de
absorbancia a 340 nm, ya que el NADH absorbe a esta longitud de onda, mientras
que el NAD* no (32).

ALT
Alanina + 2 — oxoglutarato — Glutamato + piruvato

ALT
Piruvato + NADH + H* — Lactato + NAD*

2.2.4.7.2 Determinacion de TGO

Para el dosaje de la transaminasa aspartato aminotransferasa (AST) o
transaminasa glutamico oxalacética (TGO) Se utiliz6 también el método, optimizado
de acuerdo a IFCC (Federacion Internacional de Quimica Analitica y Medicina de

Laboratorio).

Fundamento

El fundamento es similar al anterior, pero por accién de la AST, se tienen
como producto en vez del piruvato al oxalacetato, este Gltimo reacciona con grupos
NADH, para dar como producto final malato. Ocurriendo también la transferencia de
los grupos amino a un 2-oxoacido, generalmente el 2-oxoglutarato, lo que origina el
correspondiente 2-oxoacido del aminoécido, y el grupo amino queda en la molécula

de glutamato. Esta reaccion es catalizada por la AST (33).

AST
Aspartato + 2 — oxoglutarato — Glutamato + oxalacetato

MDH
oxalacetato + NADH + Ht — Malato + NAD*

Todas las transaminasas utilizan el fosfato de piridoxal como cofactor y se
diferencias en la preferencia por el aminoacido sobre el que actdan (33).

Como observamos la ALT tiene preferencia por la alanina y la AST por el aspartato.
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TABLA N° 1: PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE TRANSAMINASAS

Descripcién Blanco Muestra
Muestra 100 pL
Agua destilada 100 pL
Reactivo 1 1000 pL 1000 pL
Reactivo 2 250 pL 250 pL
Incubar 5 min a 37°C y leer la absorbancia a 546 nm (A2)

Fuente: (34)
2.2.4.7.3 Determinacién de bilirrubina total

Se utiliz6 un test fotométrico usando 2,4-dicloroanilina (DCA).
Fundamento

En solucion acidificada y en presencia de 2,4-diclonoanilina diazotizada,

la bilirrubina directa forma un azocompuesto coloreado rojo.

Reactivos

e Reactivo 1: Solucion amortiguadora fosfato (50 mmol/L); NaCl (150

mmol/L)

e Reactivo 2: Sal 2,4-diclorofenil-diazonio (5 mmol/L); HCI (130 mmol/L)

2.2.4.7.4 Determinacion de bilirrubina total, directa e indirecta
Se utilizara el método colorimétrico segun Jendrassik-Grof, que se
fundamenta en la reaccion de la bilirrubina con el &cido sulfanilico diazotado

produciendo un pigmento rojo-viol&ceo (azobilirrubina) que se mide a 530 nm.

Fundamento

La bilirrubina sérica se determina mediante el acoplamiento con acido
sulfanilico diazotado, para formar azobilirrubina, que se determina mediante anélisis
colorimétrico. La prueba de bilirrubina directa o conjugada se lleva a cabo en un
medio acuoso; el analisis de la bilirrubina indirecta o libre se efectta en metanol o en

una solucidn de cafeina-benzoato de sodio (35).
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Reactivos

e Reactivo 1: EDTA-Na2 (0.1 mmol/L); NaCl (150 mmol/L); &cido

sulfamico (100 mmol/L)

e Reactivo 2: Sal 2,4-diclorofenil-diazonio (0.5 mmol/L); HCI (900

mmol/L), EDTA-Naz (0.13 mmol/L)

TABLA N° 2: PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE BILIRRUBINA

DIRECTA E INDIRECTA

Descripcion Blanco Muestra
Muestra 50 uL
Agua destilada 50 pL
Reactivo 1 1000 pL 1000 uL
Reactivo 2 250 pL 250 pL

Incubar 5 min a 37°C y leer la absorbancia a 546 nm (A2)

Fuente: (34)

El célculo para la bilirrubina Indirecta es mediante la sustraccion de la

bilirrubina total menos la bilirrubina directa.

2.2.4.7.5 Determinacion de proteinas totales
Se utilizara el método de Biuret.

Fundamento

Se basa en la propiedad que presentan los compuestos que poseen enlaces

peptidicos de reaccion en medio alcalino con sales de cobre para formar un

complejo, de estructura desconocida, entre el i6n Cu™ y los grupos carbonilicos e

iminicos del enlace peptidico. La intensidad de color es proporcional al nimero de

enlaces peptidicos que existan en la muestra, y por tanto a la concentracion de

proteinas (36).
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Reactivos

e Reactivo: complejo EDTA/Cu 13 mmol/l en hidroxido de sodio 875
mmol/l y alquil aril poliéter (AAP).

e Estandar (suero patron): solucion de albumina y globulinas de origen

bovino

TABLA N° 3: PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

Descripcion Blanco Estandar Muestra
Agua destilada 50 pL
Muestra 50 pL
Reactivo 3.5ml 3.5ml 3.5ml
Mezclar, incubar 15 min a 37 °C, leer en espectrofotometro a 540 nm

Fuente: (37)

2.2.4.7.6 Determinacion de albumina sérica
Se utilizara el método de bromo cresol.

Fundamento

El verde de bromocresol (3,3°,5,5’- tetrabromo cresolfulonaftaleina
[BCF]) en medio &cido se disocia y su forma anionica se fija a la albimina,
especificamente, y produce un cambio de color, conforme la siguiente reaccion (38).

pH 3.8
HA —— H* + A~ (amarillo)

H3.8
Albamina + H* + A~ (amarillo) 2275 Albtmina A~ + H* (celeste)
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Reactivos

e Reactivo: solucion de 3,3'5,5-tetrabromo cresolsulfon ftaleina (en

polioxietilén lauril éter).

e Estandar (suero patron): solucion de albumina y globulinas de origen

bovino

TABLA N° 4: PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE ALBUMINA

PLASMATICA
Descripcién Blanco Estandar Muestra
Estandar 10 uL
Muestra 10 pL
Reactivo 3.5 ml 3.5ml 3.5ml

Mezclar, mantener 10 min entre 15y 28 °C, leer en espectrofotometro a 625 nm
Fuente: (37)

2.2.5.Andlisis estadistico

La evaluacion estadistica fue mediante la estadistica descriptiva y la
inferencial, para la primera se utilizaron los estadigrafos media y desviacion
estandar. En el caso de la segunda Prueba de Dunnet, analisis de varianza (ANOVA)

y test de Tukey.

Todos estos parametros estadisticos se calcularon utilizando el software

de analisis estadistico denominado IBM SPSS, en su version 23.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM . DE SANTA MARIA

CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. EXTRACCION CON EQUIPO SOXHLET

La obtencion de los extractos con etanol y cloroformo como disolventes,
se realizo utilizando el equipo de destilacion Soxhlet, para ello los especimenes de
Mimulus glabratus (berro) fueron acondicionados o preparados para la extraccion
conforme se describe en el apartado metodolégico de la presente tesis. Ya con las
hojas trituradas se procedio con la extraccion, la Tabla N° 5 contiene los resultados
de los rendimientos de la droga segun el disolvente mediante el método Soxhlet, el
etanol como disolvente otorgd un rendimiento promedio de 14.68%, la extraccion
con cloroformo dio un rendimiento menor de 3.67%, es muy probable que esta
diferencia de rendimientos se deba no solo a la naturaleza del disolvente sino a la
naturaleza misma de la planta. Por otra parte se menciona que los datos mostrados en
esta tabla provienen de tres extracciones para cada disolvente por lo que trata de
datos promedio, el detalle para cada extraccion se aprecia en la seccidon anexos de la
presente tesis (anexo N° 2).

TABLA N° 5: RENDIMIENTO DE LAS HOJAS DE BERRO SEGUN TIPO DE DISOLVENTE

EN EQUIPO SOXHLET

Tipo de disolvente
4 Etanol Cloroformo
Descripcion
Gramos de droga (promedio en g) 15 15
Gramos de extracto (promedio en g) 2.2 0.55
Rendimiento porcentual 14.68% 3.67%

FUENTE: Registros de investigacion propios

3.2. EVALUACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR

La recoleccién de todos los datos para la evaluacion del efecto
hepatoprotector se recogen en el anexo N° 3 de la presente investigacion. Se
evaluaron las transaminasas hepaticas, proteinas plasmaticas y bilirrubinas
plasmaticas. Tal como se menciond en la parte operativa en el capitulo anterior se
hizo una evaluacion basal o dosaje basal esto es, antes de la administracion de
cualquier tratamiento, este dosaje fue posterior al periodo de estandarizacion animal.
Luego de este dosaje se administrd los tratamientos durante un mes, al término del

cual se hizo un ayuno de 12 horas para luego administrar paracetamol por via IP
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como sustancia hepatotdxica, esta administracion fue por 5 dias, luego de este
periodo de tiempo se hizo un dosaje posterior al paracetamol.

TABLA N° 6: DOSIS CALCULADAS DE LOS TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

GRUPOS PESO (GR) Dosis mg Dosis ml
320 0 5.0
314 0 5.0
GC Negativo 337 0 5.0
327 0 5.0
314 0 5.0
290 58.0 0.8
336 67.2 0.9
Extracto seco Etanol Dosis Min 296 59.2 0.8
280 56.0 0.8
304 60.8 0.8
339 271.2 3.7
316 252.8 3.4
Extracto seco Etanol Dosis Max 312 249.6 3.4
334 267.2 3.6
310 248.0 3.4
353 70.6 11
Extracto seco cloroférmico S0l L L1
Sheis Min 313 62.6 0.9
337 67.4 1.0
318 63.6 1.0
327 261.6 3.9
Extracto seco cloroférmico 338 2704 =
Dosis Max 345 276.0 4.1
334 267.2 4.0
320 256.0 3.8
329 65.8 3.3
321 64.2 3.2
GC Positivo (Silimarina) 317 63.4 3.2
293 58.6 2.9
314 62.8 3.1

FUENTE: Registros de investigacién propios
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Para la administracion de los tratamientos se elabor6 soluciones de los
mismos, para el tratamiento de silimarina se disolvié 600 mg de silimarina en 30 mL
de agua destilada, 2.2 g del extracto etandlico se disolvieron en 30 mL de agua
destilada, y para el clorformico la disolucion fue de 1g en 15 mL de agua destilada.
La tabla N°6 contiene las dosis en mg calculadas segun peso de cada animal, y la
dosis-alicuota correspondiente a extraer de las soluciones elaboradas.

El andlisis de la informacion que se presenta a continuacion consistio en
un resumen descriptivo de medias y desviaciones estandar de cada pardmetro
bioquimico hepético, antes (basal) y post (después) de la administracion del
paracetamol. También se incluye un analisis inferencial mediante una prueba “t” para

comparar los datos basales y los posteriores.

Otro analisis estadistico inferencial fue el Analisis de varianza a la
informacién de los grupos de sus mediciones basales y posteriores. Como es de
suponer cada analisis de varianza implica una prueba post doc y fue un test de

Tukey, esta tabla se presenta en los resultados de cada parametro.

En cuanto a los resultados de la prueba “t” y el ANOVA se presentan

solo las significancias practicas, ello debido a la congestion de cuadros o tablas.

También resulta importante hacer énfasis que todos los analisis
estadisticos inferenciales fueron realizados a un nivel de confianza del 95%
equivalente a una significancia del 0.05.
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3.2.1.Medicidn de Transaminasas

TABLA N° 7: NIVELES DE TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA (Ul/L) EN

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Grupos N Basal Post gir;?l:g gg),

Grupo Control 54.28 92.52

5 0.000

6.12 5.31
G. Extracto etandlico Dosis 56.91 88.83
200mg/kg ° 5.20 5.91 0.000
G. Extracto etanolico Dosis 59.12 69.89
800mg/kg ] 5.75 6.70 0.000
G. Extracto cloroférmico Dosis 62.43 91.03
200mg/kg ° 7.97 6.05 0.000
G. Extracto cloroformico Dosis 58.70 77.97
800mg/kg ° 10.66 11.78 0.000
Grupo Silimarina Dosis 63.73 65.54
200mg/kg : 7,53 7.33 0.000
ANOVA Sig. (< 0.05) 0.387 0.000

FUENTE: Registros de investigacion propios
*VN: 32.2-80.9

UI/L (39)
La Tabla N° 7 muestra los promedios de niveles de transaminasa

glutdmica piravica (TGP) en ratas de laboratorio, para todos los grupos
experimentales, en cuanto a la prueba “t” realizada para comparar los niveles basales
de TGP con los niveles posteriores al tratamiento y administracién de paracetamol
(post en el cuadro) de todos los grupos se observa que, todos los grupos tienen una
significancia de 0.000, valor que es inferior al nivel permitido de 0.05 lo que permite
rechazar la hipotesis nula de igualdad de medias y aceptar la hipotesis que los grupos
son diferentes, en conclusion los niveles de TGP basales son diferentes a los
posteriores.

El ANOVA necesario para la comparacion de todos los niveles basales
de los grupos de tratamiento presenta una significancia de 0.387 valor que se ubica
por encima del nivel permitido (Sig <0.005), concluyéndose que todos los grupos
mantienen semejanzas significativas en sus niveles basales de TGP, por el contrario,

en los niveles de TGP posteriores de todos los grupos la significancia es igual a
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0.000, por lo que en cuanto a esta medicion de TGP los grupos son estadisticamente
diferentes. En esta linea de observacidon se aprecia en general que los promedios
basales de todos los grupos son inferiores a los posteriores, en forma especifica se
aprecia en los valores basales que el grupo control tiene el valor mas bajo con 54.28
UI/L de TGP y el valor més alto corresponde al grupo que recibié como tratamiento
silimarina; para la medicion posterior el mas bajo corresponde al grupo silimarina

con 65.54 UI/L y el mas alto al grupo control con 92.52 UI/L.
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G. Extracto = G. Extracto = G. Extracto | G. Extracto Grupo

Grupo etandlico etandlico  cloroférmic = cloroférmic  Silimarina
Control Dosis Dosis o Dosis o Dosis Dosis

200mg/kg | 800mg/kg = 200mg/kg = 800mg/kg  200mg/kg
M Basal 54.28 56.91 59.12 62.43 58.7 63.73
H Post 92.52 88.83 69.89 91.03 77.97 65.54

Figura N° 8: Comparacion de los niveles de transaminasa glutamica piravica (Ul/L) en los distintos grupos
experimentales. Datos expresados como promedio (p<0.05)

TABLA N° 8: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE TRANSAMINASA

GLUTAMICA PIRUVICA (UI/L)

Tratamic TR 1 Subconjunto plara alfa =0.05

G. Control 5 54.2840
G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg 5 56.9100
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 58.7000
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 59.1220
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 62.4340
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 63.7300
Sig. 0,366

FUENTE: Registros de investigacién propios
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Los resultados del Test de Tukey expuestos en la tabla N° 8 indican a un
nivel de significancia de 0.05 que no existen diferencias significativas de los niveles
basales de transaminasa glutamica piravica (TGP) medidos en UI/L en los diferentes
grupos tratamiento, por lo que todos los animales de los grupos presentan valores
significativamente similares antes de iniciar con la administracion de los

tratamientos.

TABLAN°9: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE TRANSAMINASA

GLUTAMICA PIRUVICA (UI/L)

) Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2

G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 65.5400

G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 69.8900

G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 77.9740 77.9740
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 88.8340
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 91.0300
G. Control 5 92.5180

Sig. 0,130 0,053

FUENTE: Registros de investigacion propios

Los resultados del Test de Tukey expuestos en la tabla N° 9 indican a un
nivel de significancia de 0.05 que existen diferencias significativas de los niveles
postratamiento de transaminasa glutdmica piravica (TGP) medidos en UI/L posterior
a la administracion de los tratamientos ya que el grupo tratado con silimarina muestra
niveles mas bajos de TGP con 65.54 UI/L siendo este promedio estadisticamente
similar al nivel de TGP promedio de 69.89 UI/L correspondiente al grupo tratado con
extracto etandlico en dosis mayor, con relacién al resto de grupos no tendrian

eficacia ya que son estadisticamente similares al grupo control.
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TABLA N° 10: NIVELES DE TRANSAMINASA GLUTAMICA OXALACETICA (UI/L) EN

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Prueba “t”
Grupos N Basal Post Sig.(<0.05)
Grupo Control 204.88 254.67
5 0.000
6.24 5.94
G. Extracto etanolico Dosis c 211.68 243.79 0.000
200mg/kg 6.79 6.87 '
G. Extracto etanélico Dosis . 214.19 220.24 0.000
800mgrkg 7.93 8.04 '
G. Extracto cloroformico Dosis : 206.58 249.23 0.000
200mg/kg 8.92 10.74 '
G. Extracto cloroformico Dosis = 213.10 240.07 0.000
800mg/kg 9.59 9.73 '
Grupo Silimarina dosis 200mg/kg 209.66 211.49
5 0.000
12.50 12.66
ANOVA Sig. (<0.05) 0.524 0.000

FUENTE: Registros de investigacion propios
*VN: 88.9-215.8 UI/L (39)

La Tabla N° 10 muestra los promedios de niveles de transaminasa
glutdmica oxalacética (TGO) en ratas de laboratorio para todos los grupos
experimentales, la prueba “t” realizada para comparar los niveles basales de TGO
con los niveles posteriores al tratamiento y administracion de paracetamol (post en el
cuadro) de todos los grupos se observa que, todos los grupos tienen una significancia
de 0.000, valor que es inferior al nivel permitido de 0.05 lo que permite rechazar la
hipotesis nula de igualdad de medias y aceptar la hip6tesis que los grupos son
diferentes, en conclusion los niveles de TGO basales son diferentes a los posteriores..

El ANOVA necesario para la comparacion de todos los niveles basales
de los grupos de tratamiento presenta una significancia de 0.524 valor que se ubica
por encima del nivel permitido (Sig <0.005), concluyéndose que todos los grupos
mantienen semejanzas significativas en sus niveles basales de TGO, por el contrario,
en los niveles de TGO posteriores de todos los grupos la significancia es igual a
0.000,
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por lo que en cuanto a esta medicion de TGO los grupos son estadisticamente
diferentes. En esta linea de observacidon se aprecia en general que los promedios
basales de todos los grupos son inferiores a los posteriores, en forma especifica se
aprecia en los valores basales que el grupo control tiene el valor mas bajo con 204.89
UI/L de TGP y el valor més alto corresponde al grupo que recibié como tratamiento
extracto etandlico a dosis mayor con 214.19 UI/L; para la medicién posterior el méas
bajo corresponde al grupo silimarina con 211.49 UI/L y el mas alto al grupo control
con 254.67 UI/L.
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G. Extracto = G. Extracto = G. Extracto | G. Extracto Grupo
Grupo etandlico etandlico  cloroférmic | cloroférmic | Silimarina
Control Dosis Dosis o Dosis o Dosis Dosis
200mg/kg = 800mg/kg = 200mg/kg = 800mg/kg = 200mg/kg
M Basal 204.88 211.68 214.19 206.58 213.1 209.66
M Post 254.67 243.79 220.24 249.23 240.07 211.49

Figura N°9: Comparacion de los niveles de transaminasa glutdmica oxalacética (UI/L) en los distintos grupos
experimentales. Datos expresados como promedio (p<0.05)

TABLA N°11: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE TRANSAMINASA

GLUTAMICA OXALACETICA (UI/L)

Tratamiei iR " Subconjunto plara alfa = 0.05
G. Control 5 204.8860
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 209.6620
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 206.5780
G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg 5 211.6780
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 213.1040
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 214.1860
Sig. 0,575

FUENTE: Registros de investigacién propios
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Los resultados del Test de Tukey expuestos en la tabla N° 11 indican a
un nivel de significancia de 0.05 que no existen diferencias significativas de los
niveles basales de transaminasa glutamica pirtuvica (TGO) medidos en UI/L en los
diferentes grupos tratamiento, por lo que todos los animales de los grupos presentan
valores significativamente similares antes de iniciar con la administracion de los

tratamientos.

TABLAN® 12: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE TRANSAMINASA

GLUTAMICA OXALACETICA (UI/L)

. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 211.4940
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 220.2360
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 240.0740
G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg 5 243.7940
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 249.2320
G. Control 5 254.6740
Sig. 0,674 0,168

FUENTE: Registros de investigacion propios

Los resultados del Test de Tukey expuestos en la tabla N° 12 indican a
un nivel de significancia de 0.05 que existen diferencias significativas de los niveles
postratamiento de transaminasa glutdmica oxalacética (TGO) medidos en UI/L
posterior a la administracion de los tratamientos ya que el grupo tratado con
silimarina muestra niveles mas bajos de TGO con 211.49 UI/L siendo este promedio
estadisticamente similar al nivel de TGO promedio de 220.23 UI/L correspondiente
al grupo tratado con extracto etanolico en dosis mayor, con relacion al resto de
grupos no tendrian eficacia ya que son estadisticamente similares al grupo control.

Se encontrdé en la Curcuma longa L. respuesta hepatoprotectora
significativa contra la lesién hepatica en un extracto acuoso liofilizado frente a TGO
en un estudio hecho por Canelo Saldafia Piero Paolo y Mendoza Gardini Yrani
kateri. (40)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

3.2.2.Medicidn de Proteinas plasmaticas

La Tabla N° 13 muestra los promedios de niveles de proteinas
plasmaticas totales en ratas de laboratorio para todos los grupos experimentales,
segun estos resultados observamos que el valor mas bajo de proteina basal
corresponde al grupo tratado con extracto etanodlico dosis mayor con 7.00g/dL, el
resto de grupos tiene valores cercanos, en cuanto a las proteinas posterior al
tratamiento y la administracion de paracetamol el nivel mas bajo corresponde al
grupo extracto etandlico dosis mayor con 6.83 g/dL. La prueba “t” para comparar el
antes y el después toma valores de significancia mayores a 0.05, por lo que todos los
grupos no tienen diferencias significativas de proteinas totales en ambos momentos

de medicion.

TABLA N° 13: NIVELES DE PROTEINAS TOTALES (G/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

Grupos N Basal Post ETJ?ES gg),

Grupo Control 7.35 7.01
5 0.246

0.50 0.54

G. Extracto etandlico Dosis 7.07 7.18
200mg/kg i 0.53 0.48 0.780

G. Extracto etandlico Dosis 7.00 6.83
800mg/kg " 0.32 0.32 0.238

G. Extracto cloroférmico Dosis v o ¥/ 7.25
200mg/kg g 0.63 0.52 0131

G. Extracto cloroférmico Dosis 7.66 7.35
200mg/kg ° 0.60 0.34 0422

Grupo Silimarina dosis 7.06 7.59
200mg/kg 5 0.40 063 0.208

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.218 0.224

FUENTE: Registros de investigacién propios
*VN: 4.5-8.4 g/dL (41)

La prueba “t” fue para comparar el antes y después (basal y post
respectivamente) de cada grupo, sin embargo, al igual que en las transaminasas el
ANOVA permite comparar el nivel basal o el nivel post tratamiento entre los seis
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grupos tratados. En cuanto a los niveles basales la significancia es de 0.218 valor que
se ubica por encima del nivel permitido (Sig <0.05), concluyéndose que todos los
grupos mantienen semejanzas significativas en sus niveles basales de proteinas
plasmaticas totales, similar resultado se observa con la etapa posterior con una
significancia de 0.224 por lo que en este momento tampoco habria diferencias
significativas entre los diferentes grupos experimentales en cuanto proteinas

plasmaticas se refiere.
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Figura N° 10: Comparacion de los niveles de proteinas totales (g/dL) obtenidos en los distintos grupos

experimentales. Datos expresados como promedio (p>0.05)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

TABLA N° 14: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE PROTEINAS TOTALES

(G/oL)
Tratamiento N Subconjunto plara alfa =0.05
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 7.0040
G. Silimarina 5 7.0620
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 7.0720
G. Control 5 7.3460
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 7.5660
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 7.6600
Sig. 0,353

FUENTE: Registros de investigacién propios

Los resultados del Test de Tukey (Tabla N° 14) corroboran los resultados
del ANOVA anteriores debido a que a un nivel de significancia de 0.05 no existen
diferencias significativas entre los niveles basales de proteinas plasmaticas entre
todos los grupos tratamiento, por tanto, todos los animales de los grupos presentan
valores significativamente similares antes de iniciar con la administracién de los

tratamientos.

TABLA N° 15: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE PROTEINAS TOTALES

(G/pL)
Tratamiento 3 Subconjunto plara alfa =0.05
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 6.8260
G. Control 5 7.0080
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 7.1820
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 7.2480
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 7.3500
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 7.5940
Sig. 0,165

FUENTE: Registros de investigacion propios
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Los resultados del Test de Tukey (Tabla N° 15) corroboran los resultados
del ANOVA anteriores debido a que a un nivel de significancia de 0.05 tampoco
existen diferencias significativas entre los niveles posteriores a los tratamientos

experimentales de proteinas plasmaticas entre todos los grupos tratamiento.

Oliver Alberto Rey Vidal en su trabajo de la Ananas comusus (pifia)
encontrd diferencias significativas al tratar ratas con toxicidad hepética frente a

proteinas totales al parecer la planta presenta actividad hepatoprotectora. (42)

TABLA N° 16: NIVELES DE ALBUMINA PLASMATICA (G/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

Grupos N Basal Post gf;i’gl gg)’

Grupo Control 3.66 3.56
5 0.629

0.33 0.36

G. Extracto etandlico Dosis 3.96 3.67
200mg/kg > 0.26 0.29 0181

G. Extracto etandlico Dosis 3.86 3.84
800mglkg i 0.28 0.41 0958

G. Extracto cloroférmico Dosis 3.59 3.68
200mg/kg ° 0.21 0.28 0424

G. Extracto cloroférmico Dosis 3.93 3.97
800mg/kg \ 0.22 0.22 0.851

Grupo Silimarina dosis 3.67 3.90
200mg/kg ) 0.30 0.20 0.307

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.171 0.283

FUENTE: Registros de investigacién propios
*VN: 2.9-5.9 g/dL (41)

La Tabla N° 16 muestra los promedios de niveles de albdminas
plasmaéticas en ratas de laboratorio para todos los grupos experimentales, segun estos
resultados observamos que el valor més bajo de albumina basal corresponde al grupo
extracto etandlico dosis mayor con 3.59 g/dL, el resto de grupos tiene valores
cercanos, en cuanto a las albiminas posterior a los tratamientos y la administracion
de paracetamol el nivel mas bajo corresponde al grupo control con 3.56 g/dL. La

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ik UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

prueba “t” para comparar el antes y el después toma valores de significancia mayores
a 0.05, por lo que todos los grupos no tienen diferencias significativas de albiminas
en ambos momentos de medicion.

El analisis de varianza 0 ANOVA realizado para los niveles de albumina
basal, presentan una Sig= 0.171 al ser este valor mayor al nivel aceptado se asume
que no existen diferencias entre los valores de albimina basal de los distintos grupos
de tratamiento; por otra parte el ANOVA realizado a las mediciones post tratamiento
de la albumina plasmatica también presenta una significancia mayor al nivel
aceptado (0.283>0.05), segun ello no habria diferencias significativas entre los

niveles de albumina entre los diferentes grupos de tratamiento experimentales.

__ 45 ns ns ns ns ns ns

= —

= 4

.S 3.5

= 3

€

E 2.5

=%

p 2

£

\E 1.5

a1

S 05

ke

n 0

% G. Extracto = G. Extracto = G. Extracto = G. Extracto Grupo

= Grupo etandlico etandlico  cloroférmic | cloroférmic = Silimarina

= Control Dosis Dosis o Dosis o Dosis Dosis
200mg/kg | 800mg/kg = 200mg/kg  800mg/kg = 200mg/kg

M Basal 3.66 3.93 3.86 3.59 3.93 3.67
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Figura N° 11: Comparacion de los niveles de albtimina plasmatica obtenidos en los distintos grupos

experimentales. Datos expresados como promedio (p>0.05)
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TABLA N°17: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE ALBUMINA

PLASMATICA (G/DL)

Tratamiento N Subconjunto plara alfa =0.05

G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 3.5920
G. Control 5 3.6640
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 3.6700
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 3.8560
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 3.9320
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 3.9640

Sig. 0,281

FUENTE: Registros de investigacién propios

Los resultados del Test de Tukey (Tabla N° 17) corroboran los resultados
del ANOVA anteriores debido a que a un nivel de significancia de 0.05 no existen
diferencias significativas entre los niveles basales de albuminas plasmaticas entre
todos los grupos tratamiento, por tanto, todos los animales de los grupos presentan
valores significativamente similares antes de iniciar con la administracion de los

tratamientos.

TABLA N° 18: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE ALBUMINA PLASMATICA

(G/oL)
T ratamientd N Subconjunto plara alfa = 0.05
G. Control 5 3.5600
G. Ext. Etandlico dosis menor 5 3.6740
G. Ext. Cloroférmico dosis menor 5 3.6760
G. Ext. Etandlico dosis mayor 5 3.8440
G. Silimarina 5 3.9040
G. Ext. Cloroférmico dosis mayor 5 3.9660
Sig. 0,317

FUENTE: Registros de investigacién propios
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Los resultados del Test de Tukey (Tabla N° 18) corroboran los resultados
del ANOVA anteriores debido a que a un nivel de significancia de 0.05 tampoco
existen diferencias significativas entre los niveles posteriores a los tratamientos

experimentales de albuminas plasmaticas entre todos los grupos tratamiento.

TABLA N° 19: NIVELES DE GLOBULINA PLASMATICA (G/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

Prueba “t”
Grupos N Basal Post Sig.(<0.05)

3.68 3.45

Grupo Control b 0.610
0.69 0.79
Al i 3.12 3.51

G. Extracto etandlico Dosis 5 0.265
200mg/kg 0.39 0.60
Al : 3.15 2.98

G. Extracto etanolico Dosis 5 0422
800mg/kg 0.48 0.43
G. Extracto cloroférmico Dosis 3.97 3.57

5 0.054
200mg/kg 0.73 0.72
G. Extracto cloroformico Dosis 3.73 3.38

5 0.349
800mg/kg 0.72 0.21
oF i ; 3.39 3.69

Grupo Silimarina dosis 5 0.360
200mg/kg 0.43 0.49

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.167 0.499

FUENTE: Registros de investigacion propios

La Tabla N° 19 muestra los promedios de niveles de globulinas
plasmaéticas en ratas de laboratorio para todos los grupos experimentales, segun estos
resultados observamos que el valor mas bajo de globulina basal corresponde al grupo
tratado con extracto etanélico dosis menor con 3.11 g/dL, el resto de grupos tiene
valores cercanos, en cuanto a las globulinas posterior a los tratamientos y la
administracion de paracetamol el nivel mas bajo corresponde al grupo tratado con
extracto etanolico dosis mayor con 2.98 g/dL. La prueba “t” para comparar el antes y
el después toma valores de significancia mayores a 0.05, por lo que todos los grupos

no tienen diferencias significativas de globulinas en ambos momentos de medicién.

El anélisis de varianza o ANOVA realizado para los niveles de globulina
basal, presentan una Sig= 0.167 al ser este valor mayor al nivel aceptado se asume
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que no existen diferencias entre los valores de albimina basal de los distintos grupos
de tratamiento; por otra parte el ANOVA realizado a las mediciones post tratamiento
de la globulina plasmatica también presenta una significancia mayor al nivel
aceptado (0.499>0.05), segun ello no habria diferencias significativas entre los

niveles de albumina entre los diferentes grupos de tratamiento experimentales
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Figura N° 12: Comparacion de los niveles de globulina plasméatica obtenidos en los distintos grupos
experimentales. Datos expresados como promedio (p>0.05)

TABLA N° 20: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE GLOBULINA

PLASMATICA (G/DL)

Tratar . Subconjunto plara alfa =0.05

G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg 5 3.1080
G. Ext. Etanolico dosis 800mg/kg 5 3.1480
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 3.3920
G. Control 5 3.6820
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 3.7280
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 3.9740

Sig. 0,223

FUENTE: Registros de investigacién propios
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Del mismo modo que con la albumina plasmatica los resultados del Test
de Tukey (Tabla N° 20) corroboran los resultados del ANOVA anteriores debido a
que a un nivel de significancia de 0.05 no existen diferencias significativas entre los
niveles basales de globulinas plasmaticas entre todos los grupos tratamiento, por
tanto, todos los animales de los grupos presentan valores significativamente similares

antes de iniciar con la administracion de los tratamientos.

TABLA N° 21 TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE GLOBULINA PLASMATICA

(G/oL)
S, - N Subconjunto plara alfa =0.05
G. Ext. Etanolico dosis 800mg/kg 5 2.9820
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/ 5 3.3840
G. Control 5 3.4480
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 3.5080
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 3.5720
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 3.6900
Sig. 0,400

FUENTE: Registros de investigacion propios

Los resultados del Test de Tukey (Tabla N° 21) corroboran los resultados
del ANOVA anteriores debido a que a un nivel de significancia de 0.05 tampoco
existen diferencias significativas entre los niveles posteriores a los tratamientos

experimentales de globulinas plasmaticas entre todos los grupos tratamiento.
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3.2.3.Medicidn de Bilirrubinas

TABLA N° 22: NIVELES DE BILIRRUBINA TOTAL (MG/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

Prueba “t”
Grupos N Basal Post Sig.(<0.05)

0.37 2.42

Grupo Control 5 0.000
0.05 0.26
Al ; 0.38 2.56

G. Extracto etandlico Dosis 5 0.000
200mg/kg 0.05 0.21
Al i 0.39 0.98

G. Extracto etandlico Dosis 5 0.000
800mg/kg 0.04 0.08
G. Extracto cloroférmico Dosis 0.39 2.47

5 0.000
200mg/kg 0.05 0.38
G. Extracto cloroformico Dosis 0.40 1.45

5 0.000
800mg/kg 0.04 0.13
il ; F 0.37 0.50

Grupo Silimarina dosis 5 0.000
200mg/kg 0.03 0.04

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.838 0.000

FUENTE: Registros de investigacion propios
*VN: 0.0-0.64 mg/dL (41)

La Tabla N° 22 muestra los promedios de bilirrubina total de las ratas de
laboratorio para todos los grupos experimentales, segun los resultados expuestos el
valor més bajo de bilirrubina total basal fue para el grupo control con 0.37 mg/dL,
para la medicion post tratamiento el valor més bajo de bilirrubina total fue para el

grupo que recibi6 silimarina por 30 dias con 0.50 mg/dL.

La comparacién de los valores de bilirrubina total para cada grupo de
tratamiento entre sus valores basales y los valores post tratamiento mediante la
prueba “t”, a significancia= 0.05, presenta un valor de 0.000 para todos los grupos, al
ser este valor inferior al permitido, se asume la diferencia de medias, de lo que se
deduce que los valores de bilirrubina total presentan diferencias significativas entre
el basal y el post para todos los grupos de tratamiento. En esta tabla también se
observa los resultados del ANOVA, la significancia para la comparacién de todos los
grupos en su medicion basal es de 0.838 al ser un valor superior al permitido de 0.05,
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concluimos que no hay diferencias significativas entre los grupos respecto a su valor
de bilirrubina total basal. La significancia para la medicidn posterior es de 0.000,
concluimos que entre los grupos de tratamiento existen diferencias significativas con

relacion a la bilirrubina total.
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M Basal 0.37 0.38 0.39 0.39 0.4 0.37
W Post 2.42 2.56 0.98 2.47 1.45 0.5

Figura N° 13: Comparacion de los niveles de bilirrubina total obtenidos en los distintos grupos experimentales.
Datos expresados como promedio (p<0.05)

TABLA N°23: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE BILIRRUBINA TOTAL

(MG/DL) *
Tratamiento 3 Subconjunto plara alfa =0.05
G. Control 5 0.3660
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 0.3680
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 0.3800
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 0.3880
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 0.3920
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 0.3960
Sig. 0,884

FUENTE: Registros de investigacién propios
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El test de Tukey (resultados Tabla N° 23) muestra la semejanza entre
todos los grupos experimentales en cuanto a la bilirrubina total, debido a que todos
conforman un subconjunto homogéneo, concluyéndose que todos los animales de

experimentacion tienen un bilirrubina basal o inicial similar.

TABLA N° 24: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE BILIRRUBINA TOTAL

(MG/DL)
) Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4

G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 0.4960
G. Ext. Etanolico dosis 800mg/kg | 5 0.9760
G. Ext. Cloroférmico dosis | 5 1.4540
800mg/kg
G. Control 5 2.4280
G. Ext. Cloroférmico dosis | 5 2.4680
200mg/kg
G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg | 5 2.5600

Sig. 1,000 1,000 1,000 0,927

FUENTE: Registros de investigacion propios

El test de Tukey (resultados Tabla N° 24) muestra la existencia de cuatro
subconjuntos homogéneos que difieren entre si, siendo el grupo tratado con
silimarina el que presenta menor valor de bilirrubina total posterior al tratamiento
constituyendo el grupo més eficaz, seguido del grupo tratado con el extracto
etandlico a una dosis mayor, con una eficacia debajo del grupo silimarina y mayor
que el grupo tratado con extracto cloroférmico a dosis mayor, precisamente este
Gltimo grupo presenta una eficacia menor que se distingue de los grupos
mencionados, y del resto de grupos experimentales que constituyen el subconjunto 4

los que no tendrian eficacia ya que este subconjunto incluye al grupo control.

En el caso de Sanchez Torres Carlos Alberto y Sotomayor Rios
Guillermo Carlos hallaron efectos significativos al tratar ratas con intoxicacion
hepética y administrando el zumo de fruta de la Opuntia ficus indica (tuna) se vio

una disminucion de la bilirrubina total. (34)
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TABLA N° 25: NIVELES DE BILIRRUBINA DIRECTA (MG/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

Grupos N Basal Post Prueba “t”
Sig.(<0.05)

0.11 1.12

Grupo Control 5 0.001
0.02 0.26
Al ; 0.12 1.15

G. Extracto etanélico Dosis 5 0.001
200mg/kg 0.02 0.27
Al i 0.09 0.40

G. Extracto etandlico Dosis 5 0.002
800mg/kg 0.02 0.09
G. Extracto cloroférmico Dosis 0.10 1.18

5 0.000
200mg/kg 0.02 0.09
G. Extracto cloroformico Dosis 0.11 0.62

5 0.000
800mg/kg 0.02 0.10
il A : 0.10 0.17

Grupo Silimarina dosis 5 0.000
200mg/kg 0.02 0.03

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.380 0.000

FUENTE: Registros de investigacion propios

La Tabla N° 25 muestra los promedios de bilirrubina directa de las ratas
de laboratorio para todos los grupos experimentales, segin los resultados expuestos
el valor mas bajo de bilirrubina directa basal fue para el grupo que recibié como
tratamiento silimarina con 0.10 mg/dL; para la medicion post tratamiento el valor
mas bajo de bilirrubina directa fue también para el grupo que recibio silimarina por
30 dias con 0.17 mg/dL.

La comparacion de los valores de bilirrubina directa para cada grupo de
tratamiento entre sus valores basales y los valores post tratamiento mediante la
prueba “t”, a significancia= 0.05, presenta un valor entre 0.000 y 0.001 para todos los
grupos, al ser estos valores inferiores al permitido, se asume la diferencia de medias,
de lo que se deduce que los valores de bilirrubina directa presentan diferencias
significativas entre el basal y el post para todos los grupos de tratamiento. En esta
tabla también se observa los resultados del ANOVA, la significancia para la
comparacion de todos los grupos en su medicion basal es de 0.380 al ser un valor
superior al permitido de 0.05, concluimos que no hay diferencias significativas entre
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los grupos respecto a su valor de bilirrubina directa basal. La significancia para la
medicién posterior es de 0.000, concluimos que entre los grupos de tratamiento

existen diferencias significativas con relacion a la bilirrubina directa.
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G. Extracto = G. Extracto = G. Extracto | G. Extracto Grupo
Grupo etandlico etandlico  cloroférmic = cloroférmic = Silimarina
Control Dosis Dosis o Dosis o Dosis Dosis
200mg/kg = 800mg/kg = 200mg/kg = 800mg/kg = 200mg/kg
M Basal 0.11 0.12 0.09 0.1 0.11 0.1
M Post 1.12 1.15 0.4 1.18 0.62 0.17

Figura N° 14: Comparacion de los niveles de bilirrubina directa obtenidos en los distintos grupos
experimentales. Datos expresados como promedio (p<0.05)

TABLA N° 26: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE BILIRRUBINA

DIRECTA (MG/DL)

Tratamie . Subconjunto plara alfa =0.05

G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 0.0880
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 0.1000
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 0.1040
G. Control 5 0.1060
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 0.1100
G. Ext. Etanolico dosis 200mg/kg 5 0.1160

Sig. 0,280

FUENTE: Registros de investigacién propios
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El test de Tukey (resultados Tabla N° 26) muestra la semejanza entre
todos los grupos experimentales en cuanto a la bilirrubina directa, debido a que todos
conforman un subconjunto homogéneo, concluyéndose que todos los animales de

experimentacion tienen una bilirrubina directa basal o inicial similar.

TABLA N° 27: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE BILIRRUBINA DIRECTA

(MG/DL)
o tamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 0.1740
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 0.4020 0.4020
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 0.6200
G. Control 5 1.1240
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 1.1460
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 1.1840
Sig. 0,303 0,349 0,993

FUENTE: Registros de investigacion propios

El test de Tukey (resultados Tabla N° 27) muestra la existencia de tres
subconjuntos homogéneos que difieren entre si, siendo el grupo tratado con
silimarina y el grupo tratado con extracto etanélico dosis mayor los que presentan
valores menores de bilirrubina directa, pero en este Ultimo grupo su eficacia no es
bien clara porque también mantiene similitud con el grupo tratado con extracto
cloroférmicos dosis mayor que se ubica en el subconjunto 2, el resto de grupos
experimentales que constituyen el subconjunto 3 los que no tendrian eficacia ya que
este subconjunto incluye al grupo control.
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TABLA N° 28: NIVELES DE BILIRRUBINA INDIRECTA (MG/DL) EN ANIMALES DE

EXPERIMENTACION

6649
Grupos N Basal Post gir;?lzg OEtS)

0.26 1.30

Grupo Control 5 0.006
0.06 0.48
Ali i 0.26 1.41

G. Extracto etanélico Dosis 5 0.000
200mg/kg 0.05 0.27
Al i 0.30 0.57

G. Extracto etanolico Dosis 5 0.003
800mg/kg 0.04 0.09
G. Extracto cloroférmico Dosis 0.28 1.28

5 0.003
200mg/kg 0.04 0.37
G. Extracto cloroférmico Dosis 0.29 0.83

5 0.000
800mg/kg 0.05 0.09
il f : 0.27 0.32

Grupo Silimarina dosis 5 0.007
200mg/kg 0.03 0.03

ANOVA Sig. (< 0.05) 0.689 0.000

FUENTE: Registros de investigacion propios

La Tabla N° 28 muestra los promedios de bilirrubina indirecta de las
ratas de laboratorio para todos los grupos experimentales, segin los resultados
expuestos el valor méas bajo de bilirrubina indirecta basal fue para el grupo control
con 0.26 mg/dL; para la medicion post tratamiento el valor méas bajo de bilirrubina

indirecta fue para el grupo que recibio silimarina por 30 dias con 0.32 mg/dL.

La comparacion de los valores de directa total para cada grupo de tratamiento
entre sus valores basales y los valores post tratamiento mediante la prueba “t”, a
significancia= 0.05, presenta un valor entre 0.000 y 0.007 para todos los grupos, al
ser estos valores inferiores al permitido, se asume la diferencia de medias, de lo que
se deduce que los valores de bilirrubina indirecta presentan diferencias significativas
entre el basal y el post para todos los grupos de tratamiento. En esta tabla también se
observa los resultados del ANOVA, la significancia para la comparacién de todos los
grupos en su medicion basal es de 0.689 al ser un valor superior al permitido de 0.05,

concluimos que no hay diferencias significativas entre los grupos respecto a su valor
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de bilirrubina indirecta basal. La significancia para la medicion posterior es de 0.000,
concluimos que entre los grupos de tratamiento existen diferencias significativas con

relacion a la bilirrubina indirecta.
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Grupo etandlico etandlico  cloroférmic | cloroférmic = Silimarina
Control Dosis Dosis o Dosis o Dosis Dosis

200mg/kg | 800mg/kg = 200mg/kg = 800mg/kg = 200mg/kg
M Basal 0.26 0.26 0.3 0.28 0.29 0.27
M Post 1.3 1.41 0.57 1.28 0.83 0.32

Figura N° 15: Comparacion de los niveles de bilirrubina indirecta obtenidos en los distintos grupos
experimentales. Datos expresados como promedio (p<0.05)
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TABLA N° 29: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES BASALES DE BILIRRUBINA

INDIRECTA (MG/DL)

Tratamiento N Subconjunto plara alfa =0.05

G. Control 5 0.2600
G. Ext. Etandlico dosis 200mg/kg 5 0.2640
G. Silimarina dosis 200mg/kg 5 02680
G. Ext. Cloroférmico dosis 200mg/kg 5 0.2840
G. Ext. Cloroférmico dosis 800mg/kg 5 0.2860
G. Ext. Etandlico dosis 800mg/kg 5 0.3040

Sig. 0,690

FUENTE: Registros de investigacion propios

El test de Tukey (resultados Tabla N° 29) muestra la semejanza entre
todos los grupos experimentales en cuanto a la bilirrubina indirecta, debido a que
todos conforman un subconjunto homogéneo, concluyéndose que todos los animales

de experimentacion tienen una bilirrubina indirecta basal o inicial similar.

TABLA N° 30: TEST DE TUKEY DE LOS NIVELES POST DE BILIRRUBINA INDIRECTA

(MG/DL)
Tratamienty - Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

G. Silimarina 5 0.3220
G. Ext. Etandlico dosis mayor 5 0.5740
G. Ext. Cloroférmico dosis mayor 5 0.8340 0.8340
G. Ext. Cloroférmico dosis menor 5 1.2840 1.2840
G. Control 5 1.3040 1.3040
G. Ext. Etandlico dosis menor 5 1.4140
Sig. 0,070 0,113 0,974

FUENTE: Registros de investigacion propios

El test de Tukey (resultados Tabla N° 30) muestra la existencia de tres
subconjuntos homogéneos que difieren entre si, siendo el grupo tratado con
silimarina y el grupo tratado con extracto etanélico dosis mayor los que presentan
valores menores de bilirrubina indirecta y ambos diferente del resto de grupos

experimentales, en el segundo subconjunto homogéneo se ubica el grupo tratado con
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extracto cloroférmico dosis mayor, el resto de tratamientos experimentales con dosis
menores (cloroférmico y etandlico) no tendrian eficacia — pese a mantener similitud
con el grupo del subconjunto 2, debido a que presenta semejanzas estadisticamente

significativas con el grupo control.

3.3. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

La figura N°8 corresponde a la imagen fotografica de la cromatografia
de la reaccion general, junto a ella estd la representacion grafica de las manchas
coloreadas y sus respectivos Rfs, esta reaccion se llevo a cabo en acetato de etilo
(97), metanol (20) y agua (10) como fases maviles, siendo el revelador el reactivo de
vainillina-4cido sulfurico, se observan manchas verdes, azules y amarillas

correspondientes a terpenos y flavonoides.

—
0 iy
(035 jummrramp e

FIGURA N° 16: Cromatografia de la reaccion general

La figura N°9 corresponde a la imagen fotografica de la cromatografia
de la reaccion para terpenos, junto a ella esta la representacion grafica de las
manchas coloreadas y sus respectivos Rfs, esta identificacion se llevo a cabo en
acetato de etilo (95) y tolueno (5) como fases moviles, siendo en revelador el
reactivo de Liebermann Burchard, se observan manchas verdes y azules

correspondientes a triterpenos y esteroles.
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FIGURA N°17: Cromatografia de la reaccion para terpenos

La figura N°10 corresponde a la imagen fotogréfica de la cromatografia
de la reaccion para flavonoides, junto a la representacion grafica de las manchas
coloreadas y sus respectivos Rfs, esta identificacion se llevé a cabo en acetato de
etilo (100), &cido acético (11), acido férmico (11) y agua (26) como fases moviles,
siendo en revelador el reactivo de cloruro de aluminio en solucidn etandlica, se

observan manchas amarillas fluorescentes correspondiente a flavonoides.

FIGURA N°18: Cromatografia de la reaccion para flavonoides

Finalmente, la figura N°11 corresponde a la imagen fotografica de la
cromatografia de la reaccion para taninos, junto a la representacion grafica de la
macha coloreada observada y su Rf, esta identificacion se llevd a cabo metanol (70)
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y agua (30) como fases maviles, siendo en revelador el reactivo de cloruro férrico en

solucion etandlica, se observa una mancha marron claro que corresponde a taninos.

»

FIGURA N°19: Cromatografia de la reaccion para Taninos

La reaccidn para alcaloides realizada con acido acético (70), metanol (10)

y agua (20), con el Reactivo Dragendorff como revelador fue negativa.
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DISCUSION

Uno de los factores clave para el desarrollo de una fitoterapia racional es
disponer de medicamentos a base de plantas que, como cualquier otro medicamento,
tengan garantizadas su calidad, seguridad y eficacia, que seran las bases sobre las que

se sustente el uso cientifico de la fitoterapia (43).

En base a la premisa anterior el presente estudio busca evidenciar la

actividad sobre la funcion hepatica de un extracto vegetal.

La insuficiencia hepatica es consecuencia de la afectacion del
parénquima hepatico. Puede ser aguda, de aparicion répida y progresiva, o de
instauracion lenta, como ocurre en las enfermedades cronicas (cirrosis hepatica). Los
factores desencadenantes pueden ser muy variables (infecciones principalmente
viricas, trastornos metabdlicos, accion de tdxicos, cncer, alteraciones vasculares,

enfermedades autoinmunes, etc.) (44).

Aunque las afecciones hepaticas graves originadas por procesos
inflamatorios (hepatitis) o debidas a destruccion del tejido hepatico (cirrosis) son
tratadas con farmacos potentes, en algunos casos las plantas medicinales, a través de
la fitoterapia, pueden desempefiar un papel importante en la prevencion y tratamiento

de algunas de ellas (44).

En la medicina tradicional existen recursos vegetales que la poblacion
utiliza para prevenir o curar afecciones, el profesional que observa estos usos y
quiere hacer Fitoterapia, tiene que basarse en evidencias mediante el presente estudio
se establecen evidencias del uso tradicional del Mimulus glabratus o berro, que la
poblacion utiliza indistintamente como preventivo para la “salud hepatica” o
simplemente “para el higado”, o refiriéndose imprecisamente a “males del higado” o

“colerina”.

La evaluacién de la actividad hepatoprotectora fue midiendo parametros
bioquimicos directamente relacionados con la actividad hepéatica, como son
transaminasas hepaticas, proteinas y bilirrubinas. Se evaluaron dos tipos de extractos
(etandlico y cloroférmico) a dos dosis, se concluy6 — en comparacion a la silimarina
— que el extracto de mayor eficacia fue el extracto etanolico de berro administrado a
una dosis de 800 mg/kg. En cuanto a las transaminasas (pirdvica y oxalacética) se
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observo que este extracto muestra eficacia similar estadisticamente significativa en

comparacion con el grupo que recibid silimarina.

En cuanto a esta ultima del analisis de varios estudios con diferentes
agentes inductores de hepatotoxicidad se recoge en la bibliografia que tras su
administracion se observa una mejoria en el proceso inflamatorio y una reduccion de
las lesiones histoldgicas, disminuyendo los valores de fosfatasa alcalina,
transaminasas (GPTy GOT), bilirrubina y a-globulina (44). Por lo que no resulta
extrafio nuestros resultados. Al parecer los extractos vegetales muestran efectos dosis
dependiente, siendo las dosis mayores las que muestran resultados, ya que en el
estudio Actividad Hepatoprotectora del extracto de Homalium letestui en injuria
hepatica inducida con paracetamol (45), se observaron reducciones de los niveles de
las enzimas (ALT, AST y ALP) ademas del colesterol total. En esta misma linea se
vio disminucion significativa de SGOT y SGPT y ALP en ratas intoxicadas con
simvastatina, en comparacion con el grupo control normal, observandose ademas una
buena comparacion con el grupo que recibié silimarina, todo ello en el estudio,
Actividad Hepatoprotectora de las hojas de Melia azedarach contra la

hepatotoxicidad en ratas inducida con simvastatina (46).

En cuanto a las proteinas plasméticas (totales, albumina y globulinas) en
el presente estudio no se vieron efectos significativos, cabe precisar que estos
tampoco se observo en el caso del grupo de silimarina, y en el mismo grupo control,
al parecer no se aprecia un cambio de dicho parametro, probablemente por la
homeostasis en el animal, disminuyendo la tasa de catabolismo proteico, lo que
mantiene de algun modo las cifras constante de proteinas séricas, aunque en algunos
estudios se observo un aumento de proteinas séricas, cabe aclarar que en estos
estudios hubo una disminucion previa de las proteinas plasmaticas en los grupos
control como en el caso del Estudio del Efecto Hepatoprotector de las fracciones del
extracto de la planta Marsilea minuta Linn. (47), en cambio en otros se vio lejos de
un aumento una disminucion de proteinas totales, como en el estudio Efectos
hepaticos protectores y antioxidantes de los extractos de hojas y tallos de Spondias
mombin sobre la hepatotoxicidad y el estrés oxidativo inducidos por el tetracloruro
de carbono (48).
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En el caso de las bilirrubinas (total, directa e indirecta) se observo
eficacia, aunque no totalmente comparable al grupo silimarina, ya que para la
bilirrubina total el extracto administrado a 800 mg/Kg fue inferior pero superior al
control y el resto de grupos de tratamiento experimentales con extractos de berro.
Estos resultados guardan relacion con los comentados hasta el momento y ademas en
el estudio Composicion quimica, antioxidante y actividades hepatoprotectoras de
extractos de metanol de hojas de Terminalia bellirica y Terminalia sericea
(Combretaceae) (49).

La explicacion a estos efectos observados, probablemente se sustenten a
partir de la cromatografia en capa fina en donde se observo la identificacion de
flavonoides, aun mas si se considera que la silimarina tiene naturaleza flavénica, se
trata de un lignano flavonoide (50), por ello se afirma que: En general los
flavonoides son protectores capilares y venosos, favoreciendo la correcta sintesis de
colageno. Inhiben la agregacion plaquetaria y muchos de ellos son protectores
hepaticos (51).

El mecanismo de accién probablemente se deba a los dos mecanismos
descritos, el primero de ellos de estabilizacion de membrana de hepatocitos,
mediante la incorporacion a la membrana o el aumento de los niveles de AMPc,
podria ser uno de los mecanismos de accion implicados en el efecto estabilizador de
membranas (44). El otro esta relacionado a la actividad antiradicalaria junto con los
demas fitoconstituyentes como los triterpenos y taninos hallados en nuestro estudio.
Por otros se sabe que los fitoconstituyentes como los flavonoides, los triterpenoides,

las saponinas y los alcaloides poseen actividad hepatoprotectora (52).

La presencia de flavonoides junto a los triterpenos y taninos en la
presente investigacion serian los responsables de la actividad hepatoprotectora, este
conjunto activo probablemente muestre sinergia tendiente al efecto estabilizador de
membrana comentado y la actividad antiradicalaria mas ain si consideramos que el
mecanismo de toxicidad con paracetamol implica la formacion de un metabolito
toxico y prooxidante conocido como NAPQI (53).

Por lo que se concluye que de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
trabajo de investigacion del Mimulus glabratus (berro) tendria una eficacia
hepatoprotectora.
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CONCLUSIONES

Primera

Se evalué el efecto hepatoprotector de los extractos etandlico y
cloroférmico de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) obtenidos mediante
Soxhlet en 30 animales de experimentacion, a los que se les indujo hepatotoxicidad

por administracion de paracetamol por via intraperitoneal.

Segunda

Con las hojas estabilizadas, desecadas y trituradas de Mimulus glabratus
H.B.K. (berro) mediante el método de extraccion por Soxhlet se obtuvo dos extractos
segun la naturaleza del disolvente, un extracto etanélico con un rendimiento de

14.68%, y uno cloroférmico con un rendimiento de 3.67%.

Tercera

La cromatografia en capa fina realizada sobre el extracto etanolico de las
hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) como ensayo fitoquimico preliminar
reveld la presencia de compuestos terpénicos, triterpenos, esteroles, flavonoides y

taninos.

Cuarta

Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de Mimulus glabratus
H.B.K. (berro) se administraron P.O. para su evaluacion en dos dosis cada uno, una
dosis mayor de 800 mg/Kg y otra menor de 200 mg/Kg, segun el analisis estadistico
(ANOVA y Test de Tukey) a un nivel de confianza del 95% indican como el extracto
eficaz al extracto etandlico a una dosis de 800 mg/Kg, debido a que muestra
diferencia significativa en comparacion al grupo control en cuanto a los niveles de
TGP, TGO, bilirrubina total, directa e indirecta.
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Quinta

El extracto etanolico de hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro)
administrado a una dosis de 800 mg/Kg en comparacion con el grupo que recibio
silimarina a una dosis de 200 mg/Kg mostr6 una eficacia similar en cuanto a los
niveles de transaminasas posteriores a la administracion de paracetamol, respecto a

las bilirrubinas, esta eficacia fue menor de acuerdo al analisis estadistico de ANOVA
y test de Tukey.
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SUGERENCIAS

Primera

Realizar estudios en animales de experimentacion para determinar la
seguridad del extracto etandlico de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro),

administrado por via oral.

Segunda

Realizar estudios preclinicos en animales de experimentacion a fin de
evaluar el efecto hepatoprotector del extracto de las hojas de Mimulus glabratus

H.B.K. (berro), sobre hepatotoxicidad inducida por otros agentes activos.

Tercera

Evaluar en seres humanos con hepatopatias crdnicas la eficacia del
extracto etandlicos de las hojas de Mimulus glabratus H.B.K. (berro) o su infusion,

administrados por via oral, como terapia coadyuvante.
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ANEXO N° 2: RENDIMIENTOS EN LA OBTENCION DE

EXTRACTOS
Para el extracto Etandlico
Extracciones Droga (g) Extracto () Rendimiento
Primera 14.8 2.2 14.865
Segunda 15.3 2.1 13.725
Tercera 14.9 2.3 15.436
Promedio 15 2.2 14.676
Para el extracto cloroférmico
Extracciones Droga (9) Extracto () Rendimiento
Primera 14.9 0.54 3.624
Segunda 15.3 0.53 3.464
Tercera 14.8 0.58 3.919
Promedio 15 0.55 3.669
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ANEXO N°3: BASE DE DATOS

) Basal Post
Grupo experimental
TGP TGO TGP TGO
459 207.3 87.73 247.44
56.1 207.1 89.90 249.50
Grupo Control 58.9 196.2 101.17 260.67
60.4 201.4 93.84 256.24
50.1 2125 89.95 259.52
57.7 222.1 85.46 251.01
48.7 210.2 84.59 234.35
Gru_po Extracto Etandlico 62.9 2111 96.09 246.12
Dosis menor
59 203.1 94.39 239.16
56.3 211.9 83.64 248.33
54.2 219.8 64.54 227.12
66.7 212.3 79.46 216.76
Gru_po Extracto Etandlico 53.4 203.1 63.56 209.29
Dosis mayor
63.3 223.6 73.87 229.05
58 212.2 68.02 218.96
58.8 199.3 91.71 249.89
64.9 195.3 93.86 230.83
Grupo Extracto 67.3 210.5 93.06 251.92
Cloroférmico Dosis menor
50.5 2114 80.57 257.61
70.7 216.5 95.95 255.91
45.8 216.6 62.89 238.56
70.7 201.1 93.81 230.24
Grupo Extracto 53.8 2207 71.14 249,64
Cloroférmico Dosis mayor
68.8 222.3 83.44 250.63
54.4 204.8 78.59 231.30
63.3 224.1 65.33 226.21
68.1 197 69.61 198.68
Grupo Silimarina 66.3 218.3 68.01 219.94
70 196.4 71.66 198.09
51 2125 53.09 214.55
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Grupo Basal Post
experimental PEgTT | ALBU | GLOB PEgTT | ALBU | GLOB
7.4 3.29 4.11 6.91 3.58 3.33
7.79 3.83 3.96 6.54 4.18 2.36
Grupo Control 7.26 4.03 3.23 7.34 3.40 3.94
6.54 3.82 2.72 6.49 3.33 3.16
7.74 3.35 4.39 7.76 3.31 4.45
7.3 4.08 3.22 6.47 3.89 2,58
Grupo Etarto 79 4 3.2 7.69 3.46 4.23
Etanélico Dosis 6.55 4.03 2.52 7.57 4.05 3.52
e 7.78 4.19 3.59 7.08 3.34 3.74
6.53 3.52 3.01 7.10 3.63 3.47
7.09 3.53 3.56 6.90 4.09 2.81
Grupo Bt 6.5 3.86 2.64 6.46 4.12 2.34
Etanélico Dosis 7 4.07 2.93 6.59 3.39 3.20
mayop W7 3.63 3.74 6.89 3.40 3.49
7.06 4.19 2.87 7.29 4.22 3.07
7.87 3.89 3.98 7.41 3.84 3.57
Grupo Extrat 7.62 3.46 4.16 6.80 3.61 3.19
Cloroférmico Dosis 7.94 3.51 4.43 7.54 3.30 4.24
menor 7.93 3.37 4.56 7.87 3.59 4.28
6.47 3.73 2.74 6.62 4.04 258
7.64 3.64 4 7.79 4.22 3.57
Grupo Extracto 8.04 4.04 4 6.89 3.64 3.25
Cloroférmico Dosis 6.62 4.16 2.46 7.39 4.10 3.29
mayor 8.02 3.76 4.26 7.16 3.99 3.17
7.98 4.06 3.92 7.52 3.88 3.64
7.54 4.1 3.44 7.47 3.65 3.82
6.72 3.84 2.88 8.00 4.05 3.95
Grupo Silimarina 7.01 3.58 3.43 6.54 3.72 2.82
6.63 3.46 3.17 7.92 4.08 3.84
7.41 3.37 4.04 8.04 4.02 4.02

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

Basal Post
Grupo
TOT DIR | INDIR | TOT DIR | INDIR
0.44 0.11 0.33 2.82 0.91 1.01
0.35 0.08 0.27 255 0.84 171
Grupo Control 0.39 0.09 0.3 2.34 1.34 1.00
0.31 0.14 0.17 2.26 1.44 0.82
0.34 0.11 0.23 217 1.09 1.08
0.35 0.13 0.22 2.60 1.40 1.20
Grupo EEcto 0.43 0.1 0.33 276 0.89 1.87
Etanolico Dosis 0.33 0.12 0.21 271 1.46 1.25
menor
0.36 01 0.26 250 1.09 1.41
0.43 0.13 03 2.23 0.89 1.34
0.39 0.08 0.31 0.93 0.38 0.55
Grupo Bt 0.36 0.11 0.25 0.93 0.27 0.66
Etanclico Dosis 0.43 01 0.33 1.07 051 0.56
mayos 0.43 0.07 0.36 1.05 0.39 0.66
0.35 0.08 0.27 0.90 0.46 0.44
0.45 0.13 0.32 2.29 1.11 1.18
Grupo Extrat 0.42 01 0.32 271 1.25 1.46
Cloroférmico Dosis | 0.36 0.08 0.28 273 1.30 1.43
menor 0.33 0.1 0.23 1.87 1.18 0.69
0.38 0.11 0.27 274 1.08 1.66
0.42 0.09 0.33 1.42 0.48 0.94
Grupo Extracto 0.43 0.1 0.33 153 0.67 0.86
Cloroférmico Dosis 0.41 0.15 0.26 1.35 0.62 0.73
mayor 0.32 0.11 0.21 1.65 0.75 0.90
0.4 01 03 1.32 0.58 0.74
0.35 0.08 0.27 0.46 0.16 0.30
0.43 0.12 0.31 0.56 0.21 0.35
Grupo Silimarina 0.35 0.13 0.22 0.50 0.20 0.30
0.36 0.09 0.27 0.48 0.17 0.31
0.35 0.08 0.27 0.48 0.13 0.35
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