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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se determiné el efecto del extracto hidroalcoholico
del Nasturtium officinale “Berro” sobre la concentracion de malondialdehido
hepatico en Rattus rattus var. albinus tratados con paracetamol. Se trabajé con un
disefio descriptivo, comparativo y transversal. Se contdé con 15 Rattus rattus var.
albinus norvegicus holtzman de 2 meses y con un peso aproximado de 250 - 300
gr, fueron divididos aleatoriamente en 3 grupos: Grupo Control Negativo (GCN) con
5 especimenes tratados con suero fisiolégico durante 10 dias, en el grupo control
positivo (GCP) con 5 ratas tratados con 500 mg/kg de peso de paracetamol durante
10 dias y en el grupo experimental (GE) con 5 ratas tratados con 500 mg/kg de
peso de paracetamol y con 400 mg/kg de peso de berro, todos los grupos recibieron
alimentacion balanceada mas agua ad libitum. La concentracion de
malondialdehido se midié por el método de colorimétrico de sustancias reactivas al
acido tiobarbittrico (TBARS), siendo en el GCN tuvo un promedio de 0.19 + 0.16
umol/L, en el GCP tuvo un promedio de 1.97 + 0.80 umol/L, por ultimo en el GE con
un promedio de 0.99 + 0.48 umol/L. Al evaluar los datos de la concentracién de
malondialdehido de los distintos grupos, mediante la prueba paramétrica de analisis
de varianza de un factor, se obtuvo un valor p de 0.004, por lo que se concluye que
si existe diferencia significativa entre el GCP y GE, el berro tiene potencial frente a
la lipoperoxidacién oxidativa que se genera en el tejido hepéatico.

Palabras claves: Nasturtium officinale, malondialdehido, paracetamol

viii



ABSTRACT

In this research work, the effect of the hydroalcoholic extract of Nasturtium officinale
"Berro" on the concentration of hepatic malondialdehyde in Rattus rattus var. albinus
treated with paracetamol. We worked with a descriptive, comparative and
transversal design. It counted on 15 Rattus rattus var. albinus norvegicus cepa
holtzman of 2 months and weighing approximately 250 - 300 gr, were randomly
divided into 3 groups: Negative Control Group (GCN) with 5 specimens treated with
physiological saline for 10 days, in the positive control group (GCP) with 5 rats
treated with 500 mg / kg paracetamol weight for 10 days and in the experimental
group (GE) with 5 rats treated with 500 mg / kg paracetamol weight and with 400
mg / kg watercress weight, all groups They received balanced diet plus water ad
libitum. The concentration of malondialdehyde was measured by the colorimetric
method of substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS), being in the GCN it
had an average of 0.19 + 0.16 uymol / L, in the GCP it had an average of 1.97 £ 0.80
pmol / L, finally in the GE with an average of 0.99 + 0.48 ymol / L. When evaluating
the data of the malondialdehyde concentration of the different groups, by means of
the parametric one-way analysis of variance, a p-value of 0.004 was obtained, so it
is concluded that if there is a significant difference between the GCP and GE, cress

has potential against oxidative lipoperoxidation that is generated in liver tissue.

Keywords: Watercress, malondialdehyde, paracetamol



I. INTRODUCCION

1.1 Realidad Problemaéatica

Hoy en dia las enfermedades hepéaticas se estan volviendo comunes y representan
serias amenazas para la salud de los seres humanos y tienen una alta prevalencia
en toda Latinoamérica, en comparacion con el resto del mundo. En el Perd segun
datos de la situacion de salud en el afio 2010, la cirrosis hepatica y otras
enfermedades a fines con el higado, posee una tasa de muerte de por cien mil
personas, teniendo el noveno puesto, entre las fallecimientos, también es la
segunda causa de decesos entre muertes registradas en edades que comprende
desde los 20 a 65 afios®.

El menoscabo hepéatico conlleva, a una cirrosis hepatica que es la causa principal
de fallecimientos a nivel mundial. En ciertos paises de Latinoamérica, como por
ejemplo México y Chile, el dafio hepatico esta entre el quinto y sexto lugar como
causa de mortalidad. En nuestro pais, la cirrosis ocupa el quinto puesto, en las
muertes en general y el segundo puesto entre las afecciones digestivas y

hepatobiliares?.

Se ha estimado que el dafio hepatico un asunto de la salud publica que necesita
medidas claras en la prevencién y tratamiento. Brindar opciones terapéuticas para
las personas con dafio hepéatico seria de gran soporte para estos problemas de
salud. En la naturaleza coexisten gran variedad de plantas que se han utilizado

hace mucho tiempo como remedio para diferentes enfermedadesS.

La organizacion mundial de la salud (OMS), detalla que las plantas se han utilizado
para fines médicos y de salud durante muchos miles de afios. La cantidad de
especies de plantas en la Tierra es de aproximadamente 250 000. Se estima que
entre 35 000 y 70 000 especies han sido utilizadas, en algunas culturas con fines
medicinales. La mayoria de la poblacién mundial de los paises en desarrollo todavia
depende de las hierbas medicinales para satisfacer sus necesidades de salud. Las

hierbas medicinales a menudo se utilizan para proporcionar servicios de salud



basicos y de primera linea, tanto a las personas que viven en areas remotas donde
es el unico servicio de salud disponible, como a las personas que viven en areas
pobres donde ofrece el Unico remedio asequible. Incluso en areas donde la
medicina moderna esta disponible, el interés por las hierbas medicinales y su
utilizacion han aumentado rapidamente en los ultimos afios.

Las plantas medicinales son fuentes importantes para la fabricacion
farmacéutica. Las plantas medicinales y las hierbas medicinales representan un
porcentaje significativo del mercado farmaceéutico. Por ejemplo, en China, las
plantas medicinales y sus productos tuvieron una participacion del 33,1% en el

mercado farmacéutico en 19954,

Desde hace mucho tiempo la humanidad ha utilizado las plantas para curar sus
males y aliviar sus dolores, conociendo infinidad de especies vegetales las
propiedades medicinales y dar uso a los productos que de ellos extraen®.

Los antioxidantes son componentes que en muy disminuidas concentraciones,
tienen la amplitud de retardar elocuentemente el desarrollo de oxidacién molecular
mediante la peroxidacion. Estos componentes poseen una amplia progresion de
aplicaciones que van desde la industria del plastico hasta la de los alimentos. Hoy
en dia se ha generado un interés por el estudio de antioxidantes de origen natural,
gue se ha probado una correlacién entre la deglucion de este tipo de alimentos y la
prevision del llamado estrés oxidativo que padecen las células del cuerpo®.

Esta hortaliza crece en habitats acuéticos prefiriendo aguas claras y frias de
corriente lenta.

La autoterapia es una revelacién del autocuidado del humano hacia su salud, sin
embargo es capaz de llevar a realidades negativas, asi también la polifarmacia por

la poca comunicacién del especialista conduce a un dafio hepatico®.



1.2 Trabajos Previos

Debido a la deficiencia de estudios, a continuacion se presenta algunos realizados

a nivel internacional y nacional relacionados con el presente estudio.

Casanova N, et al.” (2017). En su trabajo de investigacion evaluaron el efecto
modulador del jugo de berro sobre el estrés oxidativo inducido por ciclofosfamida
en ratones. Los biomarcadores que fueron investigados: actividad de superoxido
dismutasa, funcion de catalasa, peroxidacion lipidica y balance de glutation. Los
roedores fueron administrados con diferentes dosis de jugo (500 y 1000
mg/kg/peso) por alimentacion forzada durante 15 dias seguidos antes de la
inyeccion intraperitoneal con ciclofosfamida (100 mg/kg/peso). La administracion
de berro antes de la ingesta de ciclofosfamida mejoro la actividad de SOD en los
eritrocitos sin efecto sobre la actividad de la catalasa. En médula 6sea e higado, el
jugo de berro contrarresto el efecto deletéreo de la ciclofosfamida. En todas las
matrices, el balance de glutation fue mayor y la oxidacion de lipidos menor que los
valores encontrados en los grupos control. Los resultados demostraron que el berro
es un tiene propiedades beneficiosas para la salud o como agente protector contra

el dano oxidativo celular.

Yazdanparast y Bahramikia.? (IrAn 2008). En esta investigacion estudiaron el
efecto del extracto hidroalcohodlico Nasturtium officcinale (NOE) sobre los lipidos
séricos con ello trabajo sobre el colesterol total en suero (TC), triglicéridos (TG),
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) y alta densidad. Las
lipoproteinas del colesterol (HDL-C) estaban entre los parametros investigados.
También evaluaron las actividades de la aspartato aminotransferasa sérica. (AST)
y alanina aminotransferasa (ALT) como una medida de los dafios en las células
hepaticas. Arrojaron resultados que la administracion intragastrica de NOE (500
mg/kg de peso corporal por dia) a grupos de ratas hipercolesterolémicas durante
10 dias redujo su suero TC, TG y LDL-C en 34.2, 30.1 y 52.9%, respectivamente,
mientras que elevo el nivel de HDL-C en suero en 27.0% después de 10 dias de
tratamientos. El tratamiento con NOE redujo los niveles séricos de ALT y AST en
comparacion con los grupos de dieta alta en grasas. Concluyen que el berro tiene

un gran potencial cardioprotector al realizar un estudio en ratas alimentadas con



dieta alta en grasas, aumentando significativamente los niveles de enzimas

antioxidantes en los tejidos hepaticos.

Sadaghi H, et al.® En su investigacion estudié las propiedades antiinflamatorias del
berro en extracto hidroalcohdlico, utilizaron las ratas para inducirlas con
carragenina o formalina produciendo la inflamacion. Posteriormente, realizaron una
biopsia de la pata u oreja para la evaluacion patoldgica. Se obtuvo como resultados
las pruebas de toxicidad aguda de N. officinale en ratas establecieron una DL50
oral de> 5 g kg (-1). El extracto de berro (250, 500 y 750 mg kg (-1)) inhibi6
significativamente el edema de la pata inducido por carragenano 1, 2, 3y 4 h
después del desafio con carragenano (p <0,001). El extracto (500 mg kg (-1))
también mostré una actividad considerable contra el edema de pata evocado por
formalina durante un periodo de 24 h (p <0,001). Ademas, la aplicacion tépica de
N. officinale (5 mg / oreja) redujo el edema de oido inducido por TPA (p
<0,05). Histopatol6gicamente, el extracto disminuyé la hinchazén y el dafio tisular
inducido por carragenina o TPA. Concluyendo que los hallazgos indican una
potente actividad antiinflamatoria de N. officinale en la aplicacion sistémica y topica,
y proponen su potencial como un agente antiinflamatorio para el tratamiento de

afecciones inflamatorias.

Huaman O, et al.10 (2013). En su investigacion sobre el efecto de los extractos
acuoso Yy hidroetandlico de las hojas de Bixa Orellana (achiote) sobre los
indicadores no enziméaticos de la hepatotoxicidad por paracetamol en ratas. Trabajo
con 35 ratas machos de 3 meses de edad que se distribuyé aleatoriamente en 5
grupos, recibieron administracion por la via oral por 10 dias: NaCl 0,9% los
controles positivo y negativo, silimarina 300 mg/kg, extracto acuoso 500 mg/kg y
extracto hidroetandlico 500 mg/kg. Previo ayuno de 24 horas, En el 5to dia se
administré paracetamol (400 mg/kg) via oral, excepto al control negativo. Bajo
anestesia con éter, se realiz6 puncion cardiaca para extraer sangre. Principales
medidas de resultados: Ratio hepatico (peso higado/ peso animal x 100), bilirrubina
total (BT), directa (BD) e indirecta (Bl), hepatomegalia, especies reactivas al acido
tiobarbitlrico (TBARS) en higado y suero. Los efectos que obtuvieron en el
tratamiento con extracto acuoso solo disminuy6 los indicadores bilirrubina total y

bilirrubina indirecta (p<0,01), tiobarbiturico en suero (p<0,05) y hubo disminucion



de la masa hepatica de -13,2% (p<0,01). En el grupo que recibidé el extracto
hidroetandlico se redujo la bilirrubina total, Bilirrubina indirecta (p<0,01), bilirrubina
directa (p<0,05), tiobarbiturico en higado (p<0,01) y la masa hepatica -9,37%. Se
concluyo en esta investigacion que los diferentes extractos que se administraron

presentaron un efecto hepatoprotector frente al paracetamol.

1.3 Teorias relacionadas al tema

El berro es una planta que concierne a la familia de las cruciferas. Es comdn en
otros continentes y en América; es conocido desde tiempos remotos, creciendo
frecuentemente en las cercanias de casi todos los cursos de agua. Presenta
principios activos como glucosinolatos, Estos contribuyen al aroma y sabor de la
planta y tienen un potencial como anticarcinogénicos.

El botanico inglés Brown R en el afio 1810 le dispuso el nombre cientifico de
"Nasturtium officinale". Alucié referencias en el mundo clasico, en el que refieren su
uso en la alimentacion de personas que efectuaban trabajos intensos vehementes.
El sabor a picante le ha valido el nombre de Nasturtium (del latin nasi tortium = nariz
torcida). Las culturas antiguas han considerado el berro como afrodisiaco,
estimulante de la mente, problemas de intoxicacion sanguinea, vieron muchos
beneficios en ellal?.

Esta planta herbacea pertenece a las cruciferas acuéticas con tallo carnoso y
grueso, las hojas son pequefas y compuestas de sabor agradable, las flores son

blancas y pequefias. El berro se cultiva en otros paises en balsas*?.

El berro puede prevenir el cancer: debido a que contiene glucosinolato que previene
el desarrollo de células cancerosas. Estos no son unicos de los berros sino que
aparecen en diferentes plantas como las coles, el brocoli, las coles de Bruselas, los

nabos, los rabanos y la mostaza, etc'.

El higado es el 6rgano mas importante del cuerpo, brinda un papel importante en
la funcion metabdlica, cauterizante, digestiva, inmunoldgica y de depdsito, tiene un

fluo de 1500 ml de sangre por minuto. Sus células hepaticas son llamadas



hepatocitos, estas purifican la sangre, expelen los residuos, toxinas y acumulan los
nutrientes para que sean utilizados cuando se requiera®?.

El higado ejerce 500 tareas entre ellas funciones metabdlicas de varios nutrientes,
bilis, hormonas, almacen de hierro y vitaminas, produce factores de coagulacién y
también se ve perjudicado por muchos procesos inflamatorios tales como
infecciones, toxicidad por farmacos y sus metabolitos, desarrollos autoinmunes y

diferentes fallos genéticos**.

Este 6rgano metaboliza los farmacos utilizando 2 fases. La fase | consiste en
reaccion de oxidacion y reduccion que modifica o crea nuevos grupos funcionales,
asi como reacciones de hidrolisis que rompen los enlaces ésteres y amidas,
liberando también nuevos grupos funcionales. Estos permutaron se siguen de un
aumento de la hidrosolubilidad de los metabolitos, lo cual facilita su excrecion biliar
y urinaria. En la fase Il se realiza conjugacion en las que el metabolito se acopla a
substratos enddgenos como por ejemplo el Glutation (GSH), generando
metabolitos mas solubles para facilitar su excrecion. El resultado de estos procesos
genera radicales libres o compuestos electrofilicos que causan peroxidacion

lipidica®?.

La toxicidad hepética se concreta como dafio hepatico provocado por la
manifestacion a un farmaco u otros agentes no farmacoldgicos. Su efecto
medicamentoso no intencional que son utilizadas con fines profilacticos y

terapéuticos.?

El paracetamol es una droga analgésica-antipirética es uno de los farmacos mas
consumido en nifios. Este farmaco posee propiedades parecidas a las de la acido
acetilsalicilico.*®

Las consecuencias de la toxicidad por aminofen radican en la lesién del higado®®.
Cuando el paracetamol es ingerido, se metaboliza el 95% en el higado y el resto
se elimina via renal, gran parte es metabolizada por el higado en la que sufre
conjugacion con acido gluconico o sulfatos y el resto es metabolizado por los
citocromos especificamente el P450 en un metabolito toxico: n-acetil-p
benzoquinoneimina (NAPQI), este metabolito es rapidamente metobilizado gracias
a la conjugacién con glutation (GSH) /. El estrés oxidativo es un proceso de



inestabilidad oxidante el cual la cantidad de radicales libres generados endégenay
exdgenamente sobrepasa la cantidad de los sistemas antioxidantes, provocando
dafios en su estructura celular y sobre el ADN 17,

La interaccion de los RL con los lipidos séricos y tisulares se le llama peroxidacion
lipidica, proceso que da lugar a varios metabolitos de degradacion, uno en particular
llamado malondialdehido (MDA) el Unico biomarcador usado para el estrés

oxidativol®8.

Existen investigaciones en ratas y ratones que indican que el paracetamol tiene la
propiedad de inducir lipoperoxidacion y dafio irreversible en el hepatocito,

probablemente causadas por radicales libres® 29,

1.4 Formulacién del Problema

¢,Cual es el efecto del extracto hidroalcoholico del Nastirtium officinale “Berro” sobre
la concentracién de malondialdehido hepatico en Rattus rattus var. albinus tratados

con paracetamol?
1.5 Justificacion del estudio

Nasturtium officinale es una planta silvestre que crece en la sierra peruana, y que
los hierberos lo consideran como un potente hepatoprotector, reductor de
colesterol, diurético y desintoxicante. Desde el virreinato fue usado como un

producto fitoterapéutico.

La variedad de estudios cientificos establecen el respaldo para avalar su consumo
como una alternativa a la medicina occidental y los resultados del estudio de
hepatoproteccion de Nasturtium officinale se aprovechara a la poblacion peruana.
Los resultados de esta investigacibn seran importantes para promover Ssu
consumo, ademas de velar por la no extincion de esta especie, conservando sus

principios activos en cantidad y calidad.



1.6 Hipotesis

El efecto del extracto hidroalcoholico del Nasturtium officinale “Berro”, disminuye la
concentracion de malondialdehido hepatico en Rattus rattus var. albinus tratados

previamente con paracetamol.

1.7 Objetivos
Objetivo general

v'Determinar el efecto del extracto hidroalcoholico del Nasturtium officinale
(Berro) sobre la concentracion de malondialdehido hepético en Rattus rattus

var. Albinus tratado con paracetamol.
Objetivos especificos

v’ Evaluar la concentracion de malondialdehido en el grupo control negativo de
Rattus rattus var. albinus.

v Evaluar la concentracion de malondialdehido en el grupo control positivo de
Rattus rattus var. albinus inducido a hepatoxicidad con paracetamol.

v'Comparar la concentracion de malondialdehido entre los grupos con
hepatoxicidad inducida con paracetamol y sin tratamiento con extracto

hidroalcoholico.



Il. METODO

2.1 Disefio de Investigacion

La investigacion ser4 mediante un disefio experimental, comparativo, grupo control

y experimental; y medicion.

X1

Q)
N
\

O:

X2

Donde:

Gai: Es el Grupo control negativo.

Gz: Es el grupo control positivo.

Gs: Es el grupo experimental.

O1: Medicidn de la concentracion de malondialdehido hepético en pumol/L.
O2: Medicion de la concentracion de malondialdehido hepético en pumol/L.
Os: Medicion de la concentracion de malondialdehido hepético en pumol/L.
- : Tratamiento con suero fisiologico.

X1: Tratamiento con paracetamol.

X2: Tratamiento con paracetamol y Berro.



Tipo de Estudio

La investigacion sera segun el fin que persigue es descriptivo, segun el tiempo sera

longitudinal.

2.2 Variables, Operacionalizacion

VARIABLE INDEPENDIENTE
Extracto hidroalcoholico del berro

VARIABLE DEPENDIENTE

Malondialdehido Hepatico

10



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE INDICADORES .
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Grupo control
negativo suero
fisioldgico 0.8 mg
por rata.
Es una planta que
-~ Grupo control
pertenece a la familia de | Consumo del N
VARIABLE ) ) positivo o
las cruciferas. Comun Extracto Cuantitativa
INDEPENDIENTE: ) L paracetamol 500
en la sierra peruana, administro de
EXTRACTO DE ) mg/kg/peso
crece en riachuelos por sonda
BERRO . o Grupo
donde hay fluido de orogastrica .
experimental
agua?3.
berro 400
mg/kg/peso y
paracetamol 500
mg/kg/peso
La
hepatotoxicidad
El malondialdehido se | se definiraa
forma por la través de la
VARIABLE peroxidacion lipidica de presencia de Cuantitativa
DEPENDIENTE: | acidos grasos T pmol/L )
insaturados y es un | malondialdehido de razdn

degradacion oxidativa de
la membrana celular 4.

por el método
del TBA
(Acido

tiobarbiturico)

11




2.3 POBLACION Y MUESTRA

POBLACION

La poblacion corresponde a los especimenes Rattus rattus var. albinus certificados

del bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS). Anexo 6

La plantas de berro (Nasturtium officinale) fueron obtenidas en el mercado

mayorista “Hermelinda”.

Criterios de inclusion:

e Ratas de 2 meses de vida.
e Ratas de raza albina.
¢ Que tengan pesos de entre 200-250 gr.

e Animales machos.

Se verificé que los ratones no hayan sido manipulados, asi mismo sentado alguna

patologia, previos a la investigacion.

MUESTRA

Se trabajo con una muestra de 15 ejemplares de especimenes de Rattus rattus
var. albinus norvegicus cepa Holtzman procedentes del bioterio INS. Estuvieron
distribuidos aleatoriamente en 3 grupos de 5 ratas cada uno (2 grupos control y 1
grupo experimental). Dichos animales fueron alimentados purina; y agua ad libitum

durante el tiempo que dure el experimento.
MUESTREO

Se selecciono los especimenes de Rattus rattus variedad albinus norvegicus cepa

Holtzman para cada grupo mediante el muestre no probabilistico por conveniencia.
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2.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ Y
CONFIABILIDAD

TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

La presente investigacion utiliz6 como técnica la observacion.

La induccion de la hepatotoxicidad se realizd6 quimicamente en Rattus rattus var.
albinus con paracetamol por sonda orogastrica.

La concentracion de malondialdehido se determin6 a través del método

colorimétrico de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS).

SELECCION DE GRUPOS DE ESTUDIO

a) Grupo control negativo
Estuvo conformado por 5 especimenes, a las que solo se le administrd6 suero

fisiolégico (NaCl 0.9%) durante el periodo de 10 dias.

b) Grupo control positivo
Contd con 5 especimenes, a los cuales se les administr6 gotas de paracetamol
(APAP), 500 mg/kg por via oral (Sonda orogastrica), por un lapso de 10 dias, una

vez al dia, a un mismo horario comprendido entre las 4:00 p.m y 5:00 p.m.

c) Grupo experimental con Paracetamol y Berro
Estuvo constituido por 5 especimenes, a las cuales se les administr6 gotas de
paracetamol a 500 mg/Kg por via oral, por un lapso de 10 dias, una vez al dia, a un
mismo horario comprendido entre las 3:00 p.m y 4:00 pm. Posteriormente a ellos
se le administré6 400 mg/kg de extracto de Nasturtium officinale “Berro” por un
periodo de 10 dias, una vez al dia, en un horario comprendido de 6:00 p.my 7:00

pm.

13



PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL NASTIRTIUM
OFFICINALE “BERRO”

Se presento este proyecto de investigacion al asesor de tesis, para su aprobacion,
también la autorizacion de las instalaciones de laboratorio. Anexo 7

El extracto hidroalcoholico se preparé a partir de la  recoleccion y seleccion de
las mejores plantas provenientes del mercado mayorista “Hermelinda”. Se procedio
a realizar el respectivo lavado de las plantas y se coloco en un recipiente limpio.
Se procedi6 a seleccionar solo las hojas en buen aspecto, se dejo las que presentan
rupturas, manchas y material extrafio. Posteriormente se desinfecto con didxido de
cloro al 10%, luego se llevé a deshidratar en autoclave a 40 ° C durante un periodo
de 4 dias, completado los dias se procedié a pulverizar y pesar la muestra de berro
obteniendo 12.5 gr, se coloc6 en un frasco ambar con tapa rosca de 500 ml de
capacidad, después se agrego el solvente etanol/agua en una relacion 83.3 ml/16.7
ml), luego se maceré durante 7 dias, luego se filtré por gravedad (embudo/frasco
ambar), papel filtro (filtracion media 20-30 pumol), Inmediatamente se llevé a la
medicién con un refractémetro “ATAGQO” para medir los grados Brix obteniéndose
16.8°. La solucién etandlica filtrada se midio arrojando 74 ml, se llevo a concentrar
en un autoclave a 40° C durante 15 dias, luego de completado los dias se midi6 la
muestra arrojando 45 ml obteniendo la cantidad necesaria, también se midié en
refractbmetro 16° Brix, la muestra concentrada se guardd en un frasco ambar de
250 ml de capacidad y por ultimo se refriger6 durante todo el proceso de la

ejecucion.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO

Se utiliz6 el método descrito por Buege y Aust (1978), se da en la medicion
espectrofotométrica de las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitarico
(TBAS), basandose en la reaccidon estequiométrico de dos moléculas de TBA con
una molécula de MDA para formar un producto rosado el cual tiene su maximo de

absorbancia a una longitud de onda de 532 nm en solucién acida, pH=2.2°

Los especimenes se sacrificaron, previamente anestesiados con Ketamina a la
dosis de 100 mg/Kg p.c. por via intraperitoneal. Cuando hizo efecto el farmaco se
pusieron las ratas en una tabla abiertas y luego se rasur6 todo el abdomen para
hacer la incisiébn adecuadamente, luego se procedi6é a extraer el 6rgano de interés,
el higado, el cual fue decepcionado en un frasco de 50 ml de capacidad con suero
fisiolégico a 5°C para evitar la descomposicion y tirando tejidos extrafios, después
se tritur6 en un homoegenizador “Tissue - Tearor” y puestos en un frasco
previamente refrigerado, posteriormente se centrifugé a 6000 rpm durante 10 min,
se retird 1 pl del sobrenadante usando una micropipeta 100 pl y puso en un tubo
de ensayo con rosca, luego se adicion6 Butilhidroxitolueno (BHT) 1 pl,
inmediatamente se agregd Tricloruro de hierro (FeCls) 1 pl, posteriormente se
adiciono Disolucion tampén de HCI — Glicina 1.5 ml y por ultimo se agregd acido

tiobarbittrico (TBA) 1.5 ml. Se homogenizo en el tubo.

Se mantuvo la mezcla de la reaccion por 60 minutos a 5° C, luego se llevo a
ebullicién a 100°C por 60 minutos, para desarrollar coloraciones.Enfriar los tubos
en hielo, luego se agreg6 2.5 ml de butanol y 0.5 ml de agua destilada, mezclar
agitando por 1 minuto y centrigurar a 4000 rpm x 10 minutos.

Se extrajo las capas superiores que contienen los tubos (TBA-MDA) con el uso de
una micropipeta en un tubo limpio y se procedio a las lecturas de las absorbancias,

en el espectrofotbmetro a 532 nm frente a un blando de reactivos.
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2.5 METODO DE ANALISIS DE DATOS

Se usoO el paquete estadistico SSPS ver. 22 para procesar los datos. Segun los
datos obtenidos se procedié a decretar si hay desigualdad entre los niveles de
concentracion de malondialdehido un analisis de estudio se empleé la prueba de
comparaciones multiples utilizando la diferencia minima significativa de la prueba

estadistica de Kruskal Wallis con un valor de significancia (p<0.01).

2.6 ASPECTOS ETICOS

En esta investigacion se cumplié con la todas las normas de bioseguridad en el
manejo ético de animales de experimentacion y al trabajo con el material quimico.
Las condiciones de vida que tuvieron en cuanto a un ambiente agradable con una
temperatura de 20°C a 25°C con iluminacién natural, libre de olores molestos y
ruidos, con alimentacion y agua ad libitum a los diferentes grupos de trabajos y una

limpieza apropiado de los desechos.
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. RESULTADOS

Tabla 1. Concentracion de malondialdehido en el grupo control negativo de Rattus
rattus var. albinus.

GRUPO CONTROL MDA
NEGATIVO (Suero fisioldgico) (umol/L)
1 0.02
2 0.65
3 0.08
4 0.06
5 0.12
X 0.19
DS 0.16

Tabla 2. Concentracion de malondialdehido en el grupo control positivo de Rattus
rattus var. albinus.

GRUPO CONTROL MDA (umol/L)
POSITIVO(paracetamol)
1 1.30
2 2.71
3 1.73
4 1.19
5 291
X 1.97
DS 0.80
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Tabla 3. Concentracion de malondialdehido en el grupo experimental de Rattus
rattus var. albinus.

GRUPO EXPERIMENTAL MDA
(PARACETAMOL+Berro)
(umol/L)
1 0.16
2 0.68
3 0.87
4 0.55
5 0.083
X 0.99
DS 0.48

Tabla 4. Comparacion de la concentracion de malondialdehido entre grupo control
negativo, grupo con hepatoxicidad inducida con paracetamol y grupo con

hepatoxicidad tratado con extracto hidroalcohodlico de Nasturtium officinale
(berro).

PROMEDIO Y
DESVIACION
GRUPOS ESTANDAR DE SIGNIFICANCIA
CONCENTRACION DE
MALONDIALDEHIDO

Control negativo 0.1940.16
Paracetamol 1.97+0.80 0,004**
Paracetamol + EHA Berro 0.99+0.48

**p<0.01; Prueba estadistica Kruskal Wallis

Leyenda: EHA: Extracto hidroalcohélico
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IV. DISCUSION

Los productos naturales son fuentes notables de moléculas biolégicamente activas
gue podrian modular el estrés oxidativo. Verduras cruciferas como el brocoli, la col,
la coliflor, las coles de Bruselas y el berro, entre otros, han sido ampliamente
estudiadas en relacion con su capacidad para mejorar o prevenir las lesiones
causadas por la oxidacion en las células vivas. En patrticular, el berro es rico en
vitamina C, vitamina A y a-tocoferol. Contiene altas concentraciones de

glucosinolatos, asi como carotenoides, polifenoles y clorofila.

En este presente trabajo, se busco determinar el efecto del extracto hidroalcoholico
del Nasturtium officinale sobre la concentracion de malondialdehido hepatico en

Rattus rattus var. albinus con agente hepatotoxico.

En la tabla 1 se observa la evaluacion de la concentracién de malondialdehido
hepatico en el grupo control negativo siendo el promedio de 0.19, como se
evidencia en el trabajo de Casanova’. En su investigacién nos comenta que las
ratas del grupo control sometidas con solucion salina presentaron un nivel bajo de

malondialdehido.

En la tabla 2, se observa la evaluacién de la concentracion de malondialdehido
hepatico en el grupo control positivo en donde el promedio arrojo 1.97 umol/L. Estos
datos son corroborados en el trabajo de Huaman?°, en su investigacion nos indica
que las ratas sometidas por solo paracetamol presentan una elevada concentracion
de TBARS demostrando la forma de induccién a dafio hepatico es correcta. En la
investigacion de Wang?® demostraron que el metabolismo (glutation reducido
(GSH)) hepéticos, y alteracion en el sistema enzimatico antioxidante desencadena
el estrés oxidativo, y los resultados en la peroxidacion lipidica, que es responsable
para la lesion hepatica Ademas, el la activacion metabdlica de paracetamol
conduce a la desintegracion de la membrana, agotamiento de ATP (trifosfato de

adenosina), la fragmentacién del ADN y culmina en la necrosis de la célula del
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higado. Se establece que un fraccion de APAP se convierte a través de la via
CYP450 a un metabolito altamente tdxico, NAPQI. Una vez que se ha formado el
NAPQI, reacciona facilmente con la hepatica. GSH y el aducto de GSH resultante
se excreta en la bilis con la proteina de resistencia a multiples farmacos 2 (Mrp2),
que media EIl transporte hepatobiliar de una amplia gama de aniones organicos,
incluidos los conjugados GSH-S (por ejemplo, leucotrienos C4 y 2,4-dinitrofenil-
SGSH), y GSSG.

En la tabla 3, se muestra la evaluacion de la concentracion de malondialdehido
hepético en el grupo experimental, podemos observar que el promedio 0.99 umol/L,
nos da a entender que la administracion de berro en dosis altas de paracetamol
reduce considerablemente el dafio en el tejido hepético. Estos datos tienen relacion
en el efecto del berro en otras investigaciones como el de Casanova’ y Sadaghi®

ambos corroboran que el berro es un poderoso alimento frente al dafio hepatico.

En la tabla 4, se muestra los diferentes grupos trabajados, se observa que en el
grupo control (negativo) presenta una relacion 0.19+0.16 umol/L, en el grupo
paracetamol (positivo) 1.97+0.80 umol/L con p<0.004 y en el grupo experimental
(paracetamol + berro) con un 0.99+0.48 umol/L. Estos resultados tienen relacién el
trabajo de Casanova’, en su investigacion realizada para demostrar el efecto
modulador del berro contra el estrés oxidativo inducido por ciclofosfamida en
ratones. En su trabajo, refleja que dando dosis de 1g/kg de peso logré el efecto

deseado, atenuando la peroxidacion inducida por el farmaco.

Los datos que se obtuvieron en esta investigacion, aseguran la relacion con lo que
sostiene Yazdanparast®, quien en su trabajo denominado Nasturtium officinale
reduce el grado de oxidacion y mejora la capacidad antioxidante en ratas
hipercolesterolémicas, mencionan que el berro administrandose 500 mg/kg de peso
mejora los mecanismos de accion de antioxidantes enddgenos como la catalasa
(CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutatién reducido (GSH) en los tejidos del

higado reduciendo significativamente la peroxidacion lipidica.
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En el gréfico 1, se observa la variacion de la concentracion de malondialdehido en
los 3 grupos. En el grupo negativo se obtuvo un X = 0.19 umol/L, en el grupo de
paracetamol X = 1.97 umol/L y por Gltimo el grupo de paracetamol + berro con un x
= 0.99 umol/L. El paracetamol es un farmaco que es glucoronizado y sulfatado en
95% y luego excretado por via renal. Caso de sobredosis produce dafio hepatico.
El dafio incluye la generacion de radicales libres de oxigeno (ROS), la cual ataca el
acido araquidonico destruyendo las membranas fosfolipidicas de las células con
una estabilidad de la misma y después corte celular generando aldehidos que lo
usamos como marcadores de lipoperoxidacion ocasionado por RL.
En la investigacion se administr6 una dosis de paracetamol 500 mg/kg/peso
produciéndose un aumento de TBARS, los cuales se forman fundamentalmente de
la lipoperoxidacién. En dosis altas de paracetamol genera necrosis hepatica en tan
solo 12 horas, al administrar dosis altas la familia de los citocromos como por
ejemplo el CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A producen un numero elevado de NAPQI

ocasiona vaciamiento de las reservas hepaticas de GSH.
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V. CONCLUSIONES

e El consumo del berro disminuye la concentracion de malondialdehido

hepatico en Rattus rattus var. albinus.

e La concentracion de malondialdehido en el grupo control negativo, sin
induccion hepatotdxica, es correspondiente 0.19+0.16 pmol/L.

e La concentracion de malondialdehido en el grupo control positivo, con
induccion hepatotoxica por paracetamol es correspondiente 1.97+0.80
pmol/L

e Se comparé la concentraciéon de malondialdehido de los grupos control
negativo, positivo y experimental que fueron tratados con suero fisiolégico,

paracetamol y berro entre ellos encontramos una significancia (p=0.004).
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VI.

RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten recomendar el
consumo del Berro tanto en la zona rural como la urbana, dénde no es muy
conocida, con la intencién de aprovechar sus propiedades nutricionales y
beneficios para la salud, se puede consumir al natural como también en

diferentes preparaciones.

El berro es una crucifera que esta en peligro de extincion en nuestro pais,
incentivaria a la siembra de este producto para la comercializacion y

abundancia en todo el afo.

Es muy importante incentivar el estudio de todas las propiedades
nutricionales del Berro, tanto como micronutrientes, como polifenoles con el

objetivo de dar a conocer verazmente los beneficios de esta planta.

Promover la comparacion del efecto del berro en las diferentes regiones del
pais como internacionales, con la finalidad de evaluar si tiene significativa o

no la tiene
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Anexo 1

ANEXOS
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Figura 1. Variacion de la concentracion de malondialdehido en los diferentes

grupos de trabajo segun las unidades de absorbancias.
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Anexo 2. Gréfico de la curva de calibracion de MALONDIALDEHIDO.
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Anexo 3. Cuadro para determinar la curva de calibracion de malondialdehido por
el método de colorimétrico de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS).

Concentracion de MDA
(umol/L) ABSORBANCIA
0.65 0.08
1.21 0.095
2.42 0.104
3.63 0.127
6.05 0.131
8.47 0.147
16.84 0.187
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Anexo 4. Imagenes del procedimiento de la preparacion del extracto hidroalcoholico
del berro

Se compro el berro en el mercado Se procedid a seleccionar el berro
hermelinda inocuo

Se agregé didxido de cloro al 10% Se puso en una tina para poder
para desinfectar. lavar

] ) Se puso en un autoclave para
Se extrajo del desinfectante e

. ) i secar el berro
inmediatamente se agregd en un

recipiente de cartén
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Se peso el pulverizado Se pulverizo el berro

Frasco ambar para el extracto
Se procedid a hacer el hidroalcoholico
extracto con alcohol y agua
destilada

Se midio la concentracion Se hizo el filtrado del

de combpuestos. extracto.
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Anexo 5. Imagenes del procedimiento para determinar la concentracién de

Se hizo la incision en la parte del
Se procedi6 a depilar el abdomen para extraer el higado

abdomen

Se triturd el higado con un Se colocd el higado en un
homogenizador de tejido vaso de precipitaciéna 5 °C
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Anexo 6. Certificado sanitario del bioterio del INS

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS SIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 246-2018 |

Producto . Rata Albina Lom N° . R-09- 2018

Especie . Rattus norvegicus Cantidad : 24

Cepa : Holtzman Edad : 2meses %

Peso : 2008 250g. Saxo : machos

G.A. : 036390 Destino  : Dioses Larrea, Edson E.
Trujillo

Lima : 07-09-2018

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que Ilos animales armrba descrilcs se  encuentran en buenas
condiciones sanitarias *,

*Referencia : PA.T-CNPB-153, Procedimiento para ef ingresc, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion,

Chorrilios, 07 de septiembra del 2018
(Fecha de atencion y emision del centificado)

NOTA : El Biotario no se hace C.MV P 1586
responsable por & estado da

los anmales, una vez que

ésns agresan deal mismo.
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Anexo 7. Solicitud de permiso del uso de los laboratorios de investigacién.

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

“ARNO DEL DIALOGO ¥ LA RECONCILIACION NACIONAL™

Directora de |a escuela de nutricién:

Dra. Maria Gallo Ancajima

Presente:

Es grato dirigimos a Ud. para, saludarle cordialmente y al mismo tiempo manifestarle con
respecto 2 la presente solicgtud para que nos autorice hacer uso de los laboratorios con el

Trujillo, 18 de Setiembre de 2018

objetive de realizar nuestros proyectos de trabajo de investigacidn.

Esta actividad pertencce 2l curso del proyecte de investigacion del X ciclo gue imparten los
docentes Mg. Jorge Diaz Ortega y la Dra. Milly Otinlano Garcia quioenes aprueban la realizaciéon

de este trabajo. Para realizar dicha actividad se hara uso de lo siguiente:

AGENTE
HEPATOTOXICO

centrifuga, pipetas,
provetas, tubos de
ensayo, vasos de
precigitacion,
micropipetas.

N | Estudiante Trabajo de | Materiales/Equipos Horarlo
investigacion

1 | Dioses Larrea Edson | EFECTO DEL | Balanza analitica, | LUNES

Eduardo NASTURTIUM refrigerador, Laboratoric de
OFFICONALE SOBRE | especirofotrometro, | investigacdn
LA cocina eléctrica, | S/N de 2:00 pm
CONCENTRACION rotavapor, horno | hasta las 6:20
DE eléctrico, pm y Aula VvV
MALONDIALDEHIOO | homogenizador de | 107 de 6:20 pm
HEPATICO EN | tejidos, balanza de | 3 10:00 pm
RATTUS RATTUS | animales, MARTES
VAR ALBINUS CON | centrifuga, pipetas, | V 106 3:40 pm
AGENTE provetas, twbos de | a mas.
HEPATOTOXICO ensayo, wvasos de
precipitacion,
micropipetas.
2 | Rodriguez Valderrama | EFECTO DEL | Balanza analftica, | LUNES
Lucy Meredith PETROCILIUM refrigerador, Laboratorio de

CRISPIUM SOSRE LA | especrrofotrometro, | investigacion
CONCENTRACION cocina eléctrica, | S/N de 2:00 pm
DE rotavapor, horno | hasta las 6:20
MALONDIALDEHIDO | eléctrico, pm vy Aula V
HEPATICO EN | homogenizador de | 107 de 6:20 pm
RATTUS RATTUS | tejidos, balanza de | a 10:00 pm
VAR ALBINUS CON | animales, MARTES

V 106 3:40 pm
a mas.

Atentamente,

Lo,s" “‘slm--
mjﬁl--- -iﬁ.t/
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Anexo 8. Preparacion de reactivos
REACTIVO CATALIZADOR (FECL3)

2.7 gr de FeClI3 - 1000 ml H20

X = 200 ml

X =0.54 gr Fecl3

ACIDO TIOBARBITURICO

5gr TBA - 1000 ml H20

X = 250 ml H20

X > 1.25gr TBA

REACTIVO ANTIOXIDANTE
BUTIL-HIDROXI-TOLUENO (BHT)
2.2 gr BHT - 1000 ml etanol

X = 250 ml etanol

X = 0.55 gr BHT

DISOLUCION TAMPON DE HCL — GLICOCOLA A pH: 3.5

15.01 gr > 1000 ml H20
X = 100 ml H20

X=1.501 gr GLICINA

Dodecilsulfato de sodio
0.3 gr > 100
X = 250 ml

X =0.75 gr (Detergente)
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