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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de determinar el
efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico del Petroselinum Crispum
“Perejil” sobre la concentracion del malondialdehido en Rattus rattus var vibinus
tratado con agente hepatotoxico. Se empled un disefio de estudio analitico,
transversal, prospectivo y experimental. Material: Rattus rattus var albinus machos
adultas. Métodos: Se utiliz6 15 ratas de 2 a 3 meses de edad, con pesos entre 200 y
300 gr. El grupo control negativo estuvo formado por 5 especimenes machos a los
que se le suministro una dosis diaria por sonda orogastrica de suero fisiolégico (0.6
ml) por 10 dias a las 4:00 pm ademas de una alimentacion normocalorica, el grupo
control positivo (Paracetamol) estuvo conformado por 5 especimenes al que se le
administro una dosis diaria de paracetamol (400 mg/kg) por sonda orogastrica por
10 dias a las 4:00 pm, y finalmente el grupo experimental (Perejil- Paracetamol)
estuvo distribuido por 5 especimenes que se le administro por sonda orogastrica
una dosis diria de paracetamol (400 mg/kg) y una hora después se le administro
extracto hidroalcohdlico de Petroselinum Crispum una dosis de 400mg/kg con una
determinacion de 20°C brix.. Al término del periodo experimental a los dias
correspondientes, los animales fueron sacrificados, previamente anestesiados con
ketamina a la dosis 1000mg/kg p.c por via intraperitoneal, luego se procedi6 a
extraer el érgano de interés, el higado, el cual fue recepcionado en un vaso de
precipitacion con suero fisioldgico helado, se trituro para ser homogenizado
rdpidamente Se determind la concentracion de malondialdehido (MDA), utilizando
el método colorimétrico basado en la reaccion del MDA con al acido 2-
tiobarbiturico(TBA). La concentracion de MDA en el grupo control fue de 0.19 +
0.16 pmol/L, grupo positivo (Paracetamol) de 1.97 + 0.80 umol/L y grupo
experimental (Paracetamol + perejil) 0.62 = 0.28 pmol/L, diferenciandose
estadisticamente significativa entre todos los grupos p<0,001-a través de la prueba
Kruskal-Wallis. El estudio concluye que Petroselinum Crispum posee efecto
hepatoprotector en la toxicidad hepatica inducida por paracetamol en Rattus rattus

var albinus

Palabras clave: Petroselinum Crispum, hepatotoxicidad , malondialdehido
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ABSTRACT

The present research work was carried out in order to determine the hepatoprotective
effect of the hydroalcoholic extract of Petroselinum Crispum “parsley” on the
concentration of malondialdehyde in Rattus rattus Var Albinus treated with hepatotoxic
agent. An analytical, cross-sectional, prospective and experimental study design was
used. Material: Rattus rattus Var Albinus adult males. Methods: We published 15 rats
from 2 to 3 months of age, with weights between 200 and 300 gr. The negative control
group consisted of 5 male specimens, given a daily dose by an orogastric tube of saline
solution (0.6 ml) for 10 days at 4:00 p.m. In addition to a normocaloric feed, the positive
control group ( paracetamol)) consisted of 5 specimens that were administered a daily
dose of paracetamol (400 mg / kg) by orogastric tube for 10 days at 4:00 pm, and finally
the experimental group (Parsley-Paracetamol) was distributed by 5 specimens The
administration by orogastric tube and the dose of paracetamol (400 mg / kg) and the hour
after the administration of hydroalcoholic extract of Petroselinum Crispum at a dose of
400 mg / kg with a resolution of 20 ° C brix. experimental to the corresponding days, the
animals were sacrificed, anesthetized with ketamine at the dose 1000mg / kg bw
intraperitoneally, then processed to extract the organ of interest, the liver, which was
received in a beaker with physiological saline frozen, it was crushed to be homogenized
quickly. The concentration of malondialdehyde (MDA) was determined, using the
colorimetric method based on the reaction of MDA with 2-thiobarbituric acid (TBA). The
concentration of MDA in the control group was 0.19 = 0.16 pmol / L, positive group
(Paracetamol) of 1.97 + 0.80 umol / L and experimental group (Paracetamol + Parsley)
0.62 = 0.28 umol / L, statistically differentiating one from the other time between all
groups p <0.001 through the Kruskal-Wallis test. The study concludes that Petroselinum
Crispum has a hepatoprotective effect on hepatic toxicity induced by paracetamol in

Rattus rattus var albinus

Key words: Petroselinum Crispum, hepatotoxicity, malondialdehyde.



1.1.

INTRODUCCION

Realidad Problemética

En el Peru, los padecimientos mas comunes son del higado, y siguen liderando dentro
de las cinco primeras causas de mortalidad segun reportes del afio 2013, asi como lo
manifiesta MINSA, ademas en el departamento de La Libertad ocupando el octavo

lugar causa de muerte, estadisticamente 4.2% del total de mortandad *.

Las enfermedades hepaticas son de gran preocupacion dentro de Latinoamérica,
asimismo, ocurre en el resto del mundo. De acuerdo a los datos omitidos por el Centro
Latinoamericano y Caribefio de Demografia (CELADE) en el afio 2014, las
enfermedades hepaéticas estan ubicadas dentro de las 20 principales causas de muerte,

ya que por cada 10.000 habitantes se reportan 1.385 casos anuales?.

Dentro de nuestro contexto, para Herndndez, Valero y Gil, las enfermedades
hepéticas son parte de un problema de salud a nivel mundial por ende, genera
impactos notables, todo ello a motivo que el higado se encarga de efectuar una
cantidad de funciones que lo convierten en vulnerable frente al ataque de ciertos
compuestos quimicos que son consumidos diariamente, diversas sustancias toxicas
(el humo emanado de un cigarrillo), ozono, radiaciones electromagnéticas y algunos
medicamentos tales como el paracetamol, los cuales pueden repercutir negativamente
en el organismo debido a la generacion de radicales libres, alterando carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, y por ende, deteriorar significativamente las
membranas plasmatica, especificamente ello se ve reflejado a través del dafio

hepéatico®.

Actualmente, de acuerdo a Romero et al*, las enfermedades hepaticas dentro de
nuestra sociedad van aumentando cada vez mas. La principal es la Hepatitis, sin
embargo, existen otras enfermedades hepaticas colestéasicas, las cuales son de
caréacter cronico Y, al final, pueden convertirse en una cirrosis hepatica. Los sintomas

que son caracteristicos de dichas enfermedades son principalmente la ictericia, la



colestasis, el incremento de volumen del higado, la hipertension portal, la ascitis, la
encefalopatia hepética y la insuficiencia hepatica, es necesario destacar que los
pacientes que poseen este tipo de enfermedades encuentran limitaciones
significativas habilidades intelectuales y fisicas, como lo que sucede con la
denominada encefalopatia hepatica. Por ende, es imprescindible hacer uso de la
mayor cantidad posible de intervenciones terapéuticas con la finalidad de prevenir la

fatal decision de efectuar trasplantes del higado.

De acuerdo a Giraldo, la ingesta de antioxidantes que se encuentran dentro de los
alimentos puede considerarse como un factor de proteccién, promoviendo un estilo
de vida saludable. A partir de dichos puntos a considerar se infiere que los alimentos
gue posean en su composicion quimica antioxidantes pueden ser utilizados como un
medio de prevencion frente a la hepatotoxicidad generada el consumo de ciertos
farmacos, asi como el acetaminofén, la que su recorrido patogénico interviene
necesariamente en la realizacion de radicales libres a la vez también en la

modificacion del medio antioxidante a la altura hepatica °.

La toxicidad hepatica de acuerdo a Pinillo que es inducida por medicamentos, drogas
y su constante atropello de sustancias herbolarias de la medicina alternativa son un
problema relevante que afecta a la salud publica, ello indica ya que su incremento es
mayor por parte de los usuarios y prestaciones de la salud incluyendo
establecimientos normalizados que van adquiriendo enfermedades involucradas con

estas causas®.

El uso de la medicina alternativa ha ido avanzando y aumentando a nivel mundial.
En el Per(, de acuerdo al Minsal, el uso de la medicina alternativa en cuanto a
porcentajes va desde un 30 a 70% , de tal modo que en la investigacion propia de un
hospital de Lima se dio a conocer que 70% poseen conocimientos sobre la terapia
alternativa y en un estudio similar de provincia, reporté que el 40,4% tienen
entendido de que manera se efectlia la terapia alternativa y solo el 33% la han
utilizado. Gran variedad de productos naturales son utilizados en la cura de
enfermedades hepéticas, de las cuales incluye mucho para el tratamiento el

denominado “Petroselinum Crispum” 7.



El perejil (Petroselinum Ccrispum) es un vegetal que posee entre sus componentes
apiina y flavonoides, los cuales dotan a este alimento diurético y antioxidante;
asimismo, posee un aceite esencial valioso en apiol y miristicina, lo cual genera
propiedades emenagogas (estimula la menstruacién) y vasodilatadoras. De acuerdo
a la OMS, posee vitaminas A, C y E, fosforo, hierro, calcio y azufre. Gracias a la
composicion antioxidante de este alimento, puedan ser utilizados para prevenir la
hepatotoxicidad que es causada por algunas drogas, como el paracetamol, en cuyo
mecanismo patogénico intervienen precisamente por un lado la produccién de

radicales libres y por otro la alteracion del sistema antioxidante a nivel hepatico®.

El perejil, para Bowe et al® , se denomina cientificamente Petroselinum crispum, es
una hierba nativa de la region. Forma parte de la familia Apiaceae y es una especie
de Petroselinum, los compuestos fendlicos del perejil son responsables de la
actividad antibacteriana y antioxidante dentro del organismo. La actividad
antioxidante de esta hierba en términos de B-caroteno tiene una capacidad de
blanqueo y una actividad de eliminacion de radicales libres. Ochoa, Gonzélez y
Viso'?, el perejil contiene flavonoides tales como la apiina y la luteolina, y su aceite
esencial contiene apiol y miristicina. A este vegetal(perejil) especificamente en su
aceite se le han atribuido propiedades terapéuticas, relacionado con la mejora sobre
las enzimas de la funcion hepatica, la antioxidacion, la peroxidacion anti-lipidos que
mejora la desintoxicacion y la proteccion contra el agotamiento del glutatiéon contra

la hepatotoxicidad inducida por el alcohol y el estrés oxidativo.

1.2. Trabajos Previos

Veloz!!, realizo un estudio que consiste en tomar en cuenta la actividad
hepatoprotectora del en Petroselinum Crispum, Rattus rattus var albinus sometidos
a hepatotoxicidad por paracetamol, dicho estudio fue de caracter experimental en el
que se tomd en cuenta a 9 ratas, que estuvieron distribuidas en tres grupos: A ,
denominado control positivo, el cual fue acetaminofén junto con silimarina, B,
denominado control negativo, viniendo a ser acetaminofén mas perejil, llamado
blanco, debido a que no se realizd ningun tratamiento. Se pudo evidenciar la
existencia de complejos secundarios tales asi como flavonoides, alcaloides,

triterpenos y compuestos fendlicos en demasia dentro del Perejil. Asimismo, se pudo
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determinar la actividad hepatoprotectora, ya que al grupo que se le fue administrado

el extracto etandlico de perejil se logré encontrar un 10% de dafio hepatico.

Youvera'?, posee la investigacion denominada efecto protector del extracto acuoso y
etanolico de las hojas de Petroselinum Crispum “perejil” en la hepatoxicidad
trabajadas con ratas, el cual tuvo como finalidad afirmar que si es un agente
hepatoprotectora el extracto de las hojas de Petroselinum Crispum “Perejil” frente al
dafio hepatico inducido por izoniazida en dicho grupo de estudio para lo cual, se
trabajo con 24 especimenes de raza Holtzman distribuidas en 4 grupos denominado
A al grupo control , B al grupo que se le administro el farmaco 50mg/kg , C al grupo
que se le administra similaria 200 y D al grupo que se le administra similaria
200mg/kg y perejil 160mg/kg. Este reglamento fue por 14 dias. Se determino el
agente protector a traves de andlisis clinico, bioquimico y morfoldgico, teniendo
como resultados que el peso del grupo B disminuyo en cuanto a sus pesos (16,41+/-
17,94 gr). En el grupo D al comparar con los demas grupos se evidencia que no hay

mucha significancia al decir que el perejil es un agente protector.

Olivares®®, presento la investigacion que lleva por nombre Efecto protector del
extracto acuoso de las hojas de Petroselinum Crispum “Perejil” en la toxicidad
hepética inducida por rifampicina en ratas, la cual posee como objetivo establecer el
efecto protector del extracto acuoso de las hojas de Petroselinum Crispum “Perejil”
en la toxicidad hepética inducida por rifampicina en ratas Holtzman hembra, por lo
que se utilizé como muestra a 24 ratas de raza Holtzman hembra, y fueron divididas,
aleatoriamente, en 4 grupos: A, que fue el grupo control, B al que se le aplicd
rifampicina 100 mg/kg, C, el grupo al que se le aplico silimarina 200 mg/kg y
rifampicina 100 mg/kg y grupo D, a quien se le dio boldo 160 mg/kg y rifampicina
100 mg/kg. Dicho protocolo se realizé por 14 dias, obteniendo como conclusion que
el extracto acuoso de las hojas de Petroselinum posee efecto protector en la toxicidad

hepética inducida por rifampicina en ratas Holtzman hembra.

Ochoa et al**, desarrollaron una investigacion con el objetivo de determinar el efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de Petroselinum Crispum (Mill.) A.W.

Hill (Perejil) sobre la induccion crénica de hepatotoxicidad con etanol en ratas
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albinas Holtzman jovenes, fue un estudio transversal, analitico y experimental. Se
realiz6 induccion crénica de hepatotoxicidad con etanol al 20% por 3 meses. Los
grupos fueron: Blanco, Control Negativo recibio etanol 20%, Control Positivo etanol
20% vy silimarina 25mg/kg y Tratamiento recibio etanol 20% Yy extracto
hidroalcoholico Petroselinum crispum 150mg/kg. Se realizaron examenes
bioguimicos (sangre) y anatomopatologicos (higado). Se lleg6 a la conclusién que el
extracto hidroalcohdlico de Petroselinum Crispum (Mill.) A.W. Hill con nula
evidencia hepatoprotectora sobre la induccion cronica de hepatotoxicidad con etanol

a las dosis evaluadas. Son necesarios mas estudios.

Troncoso®, llevd a cabo un estudio en Per( para precisar la finalidad de agente
antioxidante y efecto hepatoprotector que posee el Petroselinum Crispum en la que
se puede evidenciar un favorable resultado del agente hepatoprotector ante el farmaco
hepatoprotector (FHP), entre la suministracion dafiina del acetaminofén, evaluado las
TBARS (p<0,001, p=0,000, prueba Kruskal-Wallis) dio como resultado afirmando
que si se logra una significancia estadisticamente en los grupos trabajados .
Histopatoldgicamente, se evidencio signos de dafio hepatico ocasionando muerte
patoldgica de células, con la administracion de este farmaco (acetaminofén) y en el
grupo al que se administré ademéas farmaco hepatoprotector (FHP), no encontrando

hallazgos con muchos cambios mayores que en el grupo tratado ademas con perejil.

Ledn'®, en su estudio tuvo como objetivo afirmar que el extracto de Petroselinum
Crispum si es hepatoprotector. Su metodologia se bas6 en un modelo insuficiencia
hepética inducida por paracetamol en Rattus rattus Var Albinus. De lo cual utilizo 40
especimenes de Rattus rattus Var Albinus, fueron distribuidas aleatoriamente en 5
grupos . Grupo blanco , grupo control, grupo Experimental 1 (150 mg/kg de perejil
seguido de la administracion del agente hepatotoxico) grupo patrén (100 mg/kg de
similaria luego de la suministracion) y el grupo Preventivo (perejil antes de la
induccion). Lo primero que se hizo fue determinar valores importantes de
transaminasas basal GPT, después se administré acetaminofén (1g/kg p.c/dia). Por 3
dias via oral a los grupos: Control, Experimental, y patrén, después se realizé al
termino de 10 dias exdmenes de GPT ,al grupo preventivo se le administro
Petroselinum Crispum al 10% (150 mg/kg p.c) después se le administro el farmaco

hepatotdxico (paracetamol) controlandose los niveles de GPT. Este también logro a
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realizar un analisis hepatoldgico del d6rgano de interés (higado) de todos los
especimenes. Logro encontrar que el dafio causado al higado por ese farmaco fue
efectivamente el grupo que incremento significantemente los valores de GPT y
ocasionar grandes cambios en anatomia, fisiologia celular de los hepatocitos de
rattus rattus . Se afirmé que el extracto infuso de perejil descendié de forma
significativa los valores plasmaticos de GPT a diferencia de grupo control, patrén
(p< 0,01), no ocasionando mucha alteracién en los hepatocitos. Finalmente el
extracto de Petroselinum Crispum tiene efecto protector hepatico ante un agente

hepatotdxico (paracetamol) .

Guevara A et al. 2014 Realizaron el estudio “Efecto del infuso etandlico de
Petroselinum Crispum sobre la insuficiencia hepatica inducida en Rattus norvegicus
var. Albinus”. Usaron el paracetamol 1 g/Kg/dia via oral por 3 dias para inducir a
ratas insuficiencia hepatica. Formaron 5 grupos de 8 ratas cada uno distribuidos al
azar: G1 grupo blanco, G2 grupo control, G3 Grupo experimental perejil 150 mg/Kg
luego del dafio hepético, G4 grupo patron silimarina luego de la induccion, G5 grupo
preventivo antes de la suministracion de acetaminofén. A los grupos G1, G2, G3 y
G4 primero se le indujo dafio hepéatico y a los diez dias se realizaron controles de
GPT, al grupo G5 primero se administré perejil 150 mg/Kg luego paracetamol,
ademas realizaron a todos los grupos estudios histopatolégico de higado. Hallaron
que la insuficiencia hepética inducido por paracetamol fue mayor en los grupos
control evidenciando aumento de valores de GPT y mayor alteracion en células
hepaticas, el perejil disminuyd significativamente los niveles de GPT y menor dafio
en los hepatocitos, Concluyen que el perejil posee efecto hepatoprotector en ratas

frente a la induccidn de insuficiencia hepatica por paracetamol.

1.3. Teorias relacionadas al tema

De acuerdo a lo mencionado por Guevara, el paracetamol se caracteriza por ser un
analgésico que viene usandose desde hace medio siglo, considerandose como un
medicamente eficaz, a pesar del dafio que puede producir al higado, por ende, se
documentd desde 1966 informacion que a la actualidad se ha ido incrementando®’.
Hoy en dia de acuerdo al Centro de Toxicologia de Veracruz la toxicidad es el origen

fundamental de mortandad en muchos paises. El prondstico que posee se encuentra
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vinculado a la oportuna identificacion de su ocurrencia lo que permite el inicio de las

medidas terapéuticas especificas en forma temprana y adecuada?®,

La cantidad de paracetamol varia entre 10 y 15 mg/kg en nifios y en cuanto a las
cantidades aplicadas en adultos, oscila entre 250 y 1000 mg, siendo la dosis maxima
80 mg/kg en nifios y 4 g en adultos durante un dia. La cantidad toxica minima es de
150 mg/kg para nifios y 10 g para adultos, esta dosis puede presentar diferentes
alteraciones y variaciones en cuanto a los basales de glutation, asi como diferentes
caracteristicas. El paracetamol que es ingerido por via oral logra absorberse con
facilidad, Ilegando a concentraciones plasmaéticas a las 2 horas de su administracion.
La concentracion sérica de caracter terapéutico varia entre 10 y 20 pg/mL, siendo su

vida en promedio de 2 a 4 horas®®.

De acuerdo a lo propuesto por Sisamon, el paracetamol es sulfatado y glucoronizado
en el higado llegando a un 90%, asimismo, es eliminado por medio de vias urinarias.
Del 10% que queda, el 5% es eliminado directamente por los rifiones y porcentaje
restante se metaboliza por medio del citocromo P450. Las subfamilias CYP2E1, 1Al
y 3A4 que forman parte de este citocromo transforman al paracetamol en N-acetil-p-
benzoquinonemina, un metabolito intermedio, pero que posee como caracteristica el
tener una reactividad alta y electrofilico®®. Ello va unificandose covalentemente a
macromoléculas del hepatocito, dando paso al estrés oxidativo, necrosis hepatocelular
e inflamacion. Posteriormente, todo ello es procesado y mezclado con glutation,
teniendo como resultado la cisteina y mercaptano, que no son toxicos. Ortiz et. Al .
Al producirse esa ingesta alterada de paracetamol, es decir excede las cantidades
adecuadas generando una sobredosis, las otras vias se saturan y una proporcion mayor
del medicamento es direccionada a la via del citocromo. Cuando las reservas de
glutation hepético descienden en un 30 % o menos, el equilibrio se tergiversa y el
NAPQI libre llega a intoxicar al hepatocito por medio de un enlace covalente al locus

neutrofilico en ciertas proteinas intracelulares, generando evidentemente necrosis*®.

Para Troncoso et. Al1*>2°, es valido determinar que el uso prolongado de paracetamol
0 en el caso de una sobredosis, traen consecuencias negativas como el dafio hepatico
y nefropatia, debido al incremento de un metabolito produciendo oxidacion en el

higado y el rifidn, incluso puede ocasionar la muerte celular al acoplarse a proteinas
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que dentro de su composicion sea de azufre. La toxicidad hepética puede disminuir
gracias a la administracion de N-acetilcisteina, pero dicho “antidoto” no produce los
mismos efectos en el rifion?!. La toxicidad va en incremento cuando se encuentran
presentes inductores del citocromo P450, con farmacos que estan al asecho de ser
participes en la conjugacion del paracetamol, favoreciendo de esa manera a la
formacion de los metabolitos toxicos, sobre todo cuando las reservas de glutation se

encuentran reducidas, por ejemplo en el caso del alcoholismo y la malnutricion®®.

La hepatotoxicidad para Diaz??, es provocada por el consumo superado de
paracetamol y puede establecerse en relacion a los criterios establecidos por la
Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas y el Centro de
Evaluacién e Investigacion de Medicamentos de la Administracion de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos (FDA); dichos criterios antes mencionados suponen la
elevacion de las transaminasas mas de tres veces siempre y cuando estén por encima
de su limite normal superior y dos veces en el caso de la fosfatasa alcalina, asimismo,
no debe existir vinculacion a sintomas tales como la elevacion tres veces mas que el
limite superior normal de las transaminasas; elevacién mayor de cinco veces el limite
superior normal de las transaminasas con o sin sintomas y el incremento de las

bilirrubinas més de dos veces el valor normal.

El inicio del estrés oxidada inicio al existir un descontrol entre la actividad que genera
radicales libres y la que genera eliminacion de ello mismo, y puede aumentar la
creacion dando como resultado de la oxidacion con disminucién de mecanismo

enddgenos de proteccion antioxidante.

Los radicales libres de oxigeno (RLO) puedes facilmente oxidar a las proteinas,
aunque su objetivo mayor son los lipidos. El resultado de estas moléculas oxidadas
tiene efectos negativos justamente en el metabolismo celular. Los acidos grasos
presenten en las membranas celulares son sensibles al ser embestida por RLO
generando una peroxidacion lipidica. Estos perdxidos continGan su oxidacion hasta
logran transformarse en aldehidos, estimulando a la formacion y manifestacion de
genes de colagenos en los fibroblastos, mostrando como resultado final una fibrosis

hepética que terminara como una causa principal en cirrosis®.



El perejil de acuerdo a Troncoso?, es propio de la clase de las dicotileddneas, la cual
es una planta herbécea, bienal, de 40 a 60 cm de altura, rustica, glabra y aromaética, a
su alrededor se encuentran conductos secretores que forman una mezcla de esencia y
resina, las hojas estan parecen tener forma de rosetas. Son numerosas, brillantes y de
forma triangular. El limbo de las hojas inferiores es pinnatisecto, con segmentos
ovales, incisos y dentados. A diferencia de las hojas superiores, las cuales se forman
por 3 segmentos enteros y lanceolados, las hojas son mas o menos rizadas, segun los

cultivares 4.

Para Hong, Yeah, Chang y Hu, M, el Petroselinum crispum (Mill.) Fuss (P. sativum
Hoffm.), familia Apiaceae (= Umbelliferae), es una planta herbacea bianual, lo cual
indica ser una planta de temporada, de origen geografico ubicado dentro del area
mediterranea, sin embargo puede ubicarse muy bien en baldios de Europa cuyo cultivo
conocido desde muchos afios atras, puede expandirse hasta casi todas las regiones de
clima templado del mundo, debido a sus propia des culinarias es significativo en la
cocina de muchos paises. Esta planta ademas presenta beneficios terapéuticos, por cual
hace que se emplee en la medicina, desde la antigiiedad, fue mas empleado en demasia
por la poblacion Alemana, pais donde también sus regiones la cultivan. La planta
puede crecer hasta lograr una altitud entre 30 y 80 cm, ademés de poseer una raiz
central larga, cilindrica crénica, dandole una forma anillada en la parte mas alta, sus
hojas son de forma triangular, estan divididas siendo las inferiores largamente

pecioladas y las superiores con peciolo corto?,

De acuerdo a las investigaciones de la propiedad antioxidante que forma parte de la
droga y el aceite esencial, se han establecido por medio de ensayos in vitro que existe
una correlacion presente en la actividad antioxidante y flavonoides dentro de los
extractos preparados con 6rganos propios de la planta. Asimismo, se confirmé el
aporte trascendental del aceite esencial en el efecto captador de radicales libres. De
acuerdo a otra investigacion en donde se toma el aceite esencial obtenido de frutos,
rico en miristicina (44%), se determiné la presencia antioxidante dentro de sus
componentes. Dicho aceite posee ademas alfa-pineno (15.5%), apiol (12.1%), beta-
pineno (11,7) y beta-felandreno(2.9%). Se comprobO también las propiedades
etanoliccas de las hojas , las cuales reducen considerablemente el estrés oxidativo

inducido por D-galactosa y que se encuentran presentes en zonas del cerebro del raton,
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y pueden efectuar una proteccion en tono al posible dafio oxidativo mitocondrial®.
Arribando a la conclusion que los beneficios de esta sustancia frente al riesgo de
padecer alguna enfermedad cardiovascular, hepatico, se ha vinculado con sus posibles

efectos sobre la homeostasis.

A partir de ensayos in vitro se ha puesto en manifiesto que el extracto acuoso de hojas
de perejil tiene propiedades de carécter antiagregantes, ello quiere decir que inhibe la
forma dosis dependiente que es inducida por trombina, colageno, epinefrina y ADP,
estos ensayos generados con el mismo extracto se comprobd una prolongacion de alto
impacto del tiempo de sangrado frente al grupo de control. Esta prolongacién se obtuvo
ademas con &cido acetil salicilico, el cual tiene a su bien conocidas propiedades

antiagregantes.

De acuerdo a Yanavilca et al °, son hierbas que contienen mucho aroma, en este grupo
se encuentra el Petroselinum Crispum, posee en gran cantidad fotoquimicos, en su
mayoria contiene una barrera de proteccion para las células sanas y normales evitando
que sean dafiinas (cancerosa). La medicina habitual el perejil es empleado por la
peculiaridad de ser laxante, ademas de atribuirle algunos aceites volatiles siendo estos
reconcentrados en sus semillas que en su tallo u hojas. Algunos expertos manifiestan
que al usar las semillas de Petrosilnum Crispum en preparaciones de adelgazante o
laxantes, también ha sido utilizado como medicina para reducir glucosa en el torrente
sanguineo, ademas de ser efectivo en tratamientos gastrointestinales, estudios

corroborados con ratas de investigacion.

El perejil puede ser usado también con fines terapéuticos, como relajante muscular,
diurético, carminativo, expectorante, reumatoide, antibronquial, laxante vy
vasodilatador. Tiene una historia muy extensa en sus utilidades como digestivo,
inflamaciones, tratamiento para el rifidn, por ser anticoagulante, por ser una planta
con capacidad antioxidante le atribuye muchos usos medicinales'®. Ademas cabe
mencionar que el perejil contribuye a la recuperacion de la salud es importante tomar
en cuenta que por poseer componentes quimicos, en varios estudios toxicologicos
mencionan que el apiol y miristicina componente propios que posee el perejil son

dafinos si es consumido en cantidades elevadas.
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Autores que mencionan en sus investigaciones el efecto hepatoprotector a las
propiedades antioxidantes del perejil, son las mismas que se encuentran vinculadas
afirmando el contenido de flavonoides, que estan dentro del grupo de polifenoles. El
poder antioxidante que posee, estan vinculadas con las especies reactivas de Oxigeno.
Son normalmente producidas en el metabolismo celular, debido a la reactividad, la
acumulacion de EROS va més alla de las necesidades inmediatas de la célula, logrando
perjudicar la arquitectura e integridad funcional, ocasionando la degeneracion del dafio
mitocondrial, proteinas, ADN y de las grasas. Las células poseen una intricada red de
mecanismos de defensa para neutralizar el exceso de EROS y reducir el estrés
oxidativo, aun asi algunos tejidos son vulnerables. Es por eso que es suma importancia
incluir en nuestro consumo habitual y sobre todo dieta normal alimentos

antioxidantes?.

Ochoa et al, 2004. Manifiesta que los antioxidantes naturales que la sociedad en su
mayoria conoce son el &cido ascorbico (Vitamina C) y la E(a-tocoferol) , asimismo de
los carotenoides, se logro evidenciar que los compuestos fendlicos puedes ademas
cumplir el rol de agentes antioxidantes, esto dependera bésicamente de su forma
molecular , proporcién, y ubicacion de sus grupos hidroxilo. Los flavonoides pueden
Ilegar a tener mucho mas capacidad antioxidante que el acido ascorbico en unas 20
veces mas y en cuantia de 50 veces mas que la vitamina E. Se le adiciona otro estudio
manifestando que los flavonoides recupera la funcién de la vitamina C, incrementando

mejor la absorcion y resguardandola de una oxidacion®*.

Para determinar la dimension de peroxidacion lipidica dificil ya que los productos que
genera son sustancias reactivas y de una vida muy corta. ES por eso que se determinan
los productos de la degeneracion del metabolismo de la peroxidacion lipidica, asi como
los isoprostanos, isomeros de la prostaglandina que son generados de los acidos
araquiddnicos, mediante una via metabdlica catalizada por radicales libres, siendo
estas eliminadas por la orina. Siendo fundamental, distintos aldehidos reactivos que
son creados por la disgregacion de peroxidos lipidicos que se encuentran en el suero
siendo elementos de cuantificacion. EI malondialdehido (MDA) es el aldehido mas

significativo obtenido en dicha degradacion y también el mas cuantificado?.
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1.4.

1.5.

Diaz??, en su trabajo “Métodos para medir el dafio oxidativo” afirma que para medir
compuestos que reaccionan con el TBA se encuentra establecido en base a la reaccion
del tiobarbitarico con el malondialdehido (MDA), resultado del desdoblamiento de los
hidroperdxidos, dandose asi un color susceptible de ser medido directamente. Su
analisis es usado por su buena practicabilidad y sencillez, por lo que es recomendable

el uso de procedimientos fluorométricos o cromatogréaficos.

Formulacién del Problema

Por lo expuesto anteriormente se plantea el siguiente problema ¢ Cuél es el efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Petroselinum Crispum “Perejil”
sobre la concentracion del Malondialdehido en Rattus rattus Var Albinus tratado con

paracetamol?

Justificacion del estudio

La hepatoxicidad que es causado por un farmaco o farmacos es un problema hoy en
dia de salud publica que abarca a nivel nacional y mundial, ya que las incidencias
incrementadas por casos que se van manifestando por automedicacién y las dosis de
uso indiscriminado , liderando asi con una taza alta de consumo el paracetamol. Esto
indica que al no existir investigaciones locales, regionales y la carencia y estudios no
actualizados a nivel nacional, asi como tampoco existe el registro de los casos o
usuarios que reporten el uso excesivo del paracetamol, fue esto que me motivo a

realizar con éxito la presente investigacion.

Hoy en dia usan como medicina alternativa complementaria aquellos que brindan
muchos beneficios. Tal que el Petroselinum Crispum “Perejil” posee propiedades que
le atribuyen por ello es de gran utilidad como tratamiento en un dafio hepético causado
por agentes como farmacos, gracias a su accesibilidad econdmica en un costo muy
bajo, y sin causar ningun riesgo en el organismo si no es usado en grandes cantidades,
ademas no existir rechazo ni negatividad por la poblacion. Ademas que brinda una
vision individualizada del usuario, y posee mejor resultado en enfermedades cronicas

y terminales.

12



El 80% de la poblacion mundial siendo més del 50% usan estos tipos de preparaciones
en la medicina habitual, incluyendo al Petroselinum Crispum?3, Sin embargo, esto se
aplica sin tener ningun conocimiento de sus propiedades que brinda esta planta y en
muchos de los acontecimientos sin que exista al respecto investigaciones cientificas.
En esta investigacion de ser los resultados satisfactorios, pienso que servira aportando
e incentivando para realizarse otros estudios de esta naturaleza tomando como base
este trabajo y asi seguir buscando incorporar al Petrosilinum Crispum dentro del
sistema de salud para prevenir dafios que son ocasionados en el higado por agentes
toxicos, lo cual es muy accesible y se encuentra disponible en todas las regiones del
pais, incluso en los mercados. Es por esto que dicha investigacion busca demostrar
cientificamente para que se incluya como parte de la medicina y tratamientos a esta

planta en todos los lugares de la poblacion Peruana.

1.6. Hipotesis

El Petroselinum Crispum adquiere ese agente protector hepatico ante la hepatoxicidad

inducida por acetaminofén en Rattus rattus Var Albinus.

1.7.0BJETIVOS

1.7.1. Objetivo General

- Determinar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoh6lico de Petroselinum
Crispum “perejil” sobre la concentracion del Malondialdehido hepético en Rattus

rattus Var Albinus tratado con Paracetamol.

1.7.2. Objetivos Especificos

- Determinar los niveles de Malondialdehido en el tejido hepatico en el grupo Control
negativo.

-Determinar los niveles de Malondialdehido en el tejido hepatico del grupo control
positivo (tratado con paracetamol)

-Determinar los niveles de Malondialdehido en el tejido hepatico del grupo

experimental (paracetamol mas extracto hidroalcoholico de Petroselinum Crispum)
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. METODO

2.1 Disefio de Investigacion

Este presente trabajo de investigacion sera experimental (con un grupo control,

control positivo y experimental).
Tipo de Estudio
Por la condicién de los datos es cualitativo, por la utilizacion de sus variables es

experimental.

Disefio experimental pre- prueba y poste prueba, con tres grupos.

3 — 0 — 02
7 S— S — 03 SV
[Cx S——  C—— o[cH— Z— 06

G1 : grupo control de Rattus rattus var albinus

G2: grupo control positivo de Rattus rattus var albinus con alimentacion normo
calorica y administracion de paracetamol.

G3: grupo experimental de Rattus rattus var albinus con agente hepatotdxico
(paracetamol) y con la administracion del extracto hidroalcoholico de perejil

X= Induccién de la hepatoxicidad, con paracetamol de 400mg/kg de peso por 10 dias.

Y= Extracto hidroalcohdlico de Petroselinum Crispum 400mg/kg de peso por 10

dias.

O1- O3 - O5: Concentracion de TBARS (Malondialdehido) antes del tratamiento en

los grupos G1- G2- G3.

02- O4- 06: Concentracién de TBARS (Malondialdehido) después del tratamiento

en los grupos de estudio G1- G2- G3.

2.2 Variables, Operacionalizacion

VARIABLE.
Variable Independiente

Efecto del Extracto Hidroalcoholico de Petroselinum Crispum
Variable Dependiente
Malondialdehido
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OPERACIONALIZACION

VARIABLE | DEFINICION DEFINICION | INDICADORES ESCALA
CONCEPTUAL OPERACION DE
AL MEDICION
Petroselinum Crispum Se tenia 3 grupos:
es un vegetal que 1. Grupo control de Rattus
posee muchas rattus aar albinus, quien
propiedades solo se le administro una
terapéuticas , ya que dieta normocaloria y
dentro de su agua.
EXTRACTO | composicion contiene 2. Grupo control positivo:
HIDROALC | compuestos propios, Recibieron alimentacion
OLICO DE | asi como los Extracto normocaldrica y Cualitativa
PETROSILIU | flavonoides , aceites hidroalcoholic administracion de nominal
M esenciales lo que le 0 perejil paracetamol de
CRESPIUM | atribuye ser un 400mg/kg de peso por 10
alimento  aromatico dias.
con actividad 3. Grupo experimental de
regeneradora, Rattus rattus var albinus
antioxidante : con agente hepatotoxico
antinflamatoria y (paracetamol) y con la
sobre todo ser un administracion del
agente protector . extracto hidroalcoholico
de Petroselinum Crispum
Las pruebas como
indice de perdxidos, La
acidos grasos libres, | hepatoxicidad
MALONDIA | TBA  (acido  2- de evidenciara Cuantitativa
LDEHIDO | tiobarbitdrico) y | Mmediante -|<'j1 Malondialdehido uMol/L e
compuestos  volatiles | concentracion

se utilizan en el control
de calidad de aceites,

grasas y productos que

de la presencia
de
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los contengan, las | Malondialdehi
cuales  proporcionan do por la
datos valiosisimos | Determinacion
respecto al estado

de TBARS
oxidativo 'y dafio

(Acido

tiobarbiturico)

hepatico

2.3 Poblacion y muestra

POBLACION
La poblacion estara constituida especificamente por todas las plantas de perejil.

CRITERIOS DE INCLUSION

- Perejil que tengan caracteristicas organolépticas apropiadas.
- Perejil que sean aceptables, inocuas para el consumo.

- Perejil que se cultive en el Distrito de Usquil.

CRITERIOS
- Perejil que no cultiven en la regidn selva del Perd.
- Perejil que no se cultive en la region Costa del Perd.
- Perejil que se encuentren en estado de deterioro.

POBLACION

Constituida por 15 ratas albinas adultos, procedentes del Instituto Nacional de
Salud. La cual se distribuye en 3 grupos: 5 de ellos corresponden al grupo control.
5 corresponden al grupo control positivo el que recibira tan solo acetaminofén y
finalmente 5 especimenes pertenecen al grupo experimental, que se le administrara

paracetamol y extracto etanolico de perejil (brix de 15°C).
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CRITERIOS DE INCLUSION
- Rattus rattus vas albinus oscilaran de 3 a 4 meses de edad, cuyo peso estara
entre 200- 300 gr aproximadamente.

- Rattus rattus vas albinus que pretenezcan al mismo grupo

CRITERIOS DE EXCLUSION
- Rattus rattus var albinus que sufran y presenten enfermedades.
- Rattus rattus var albinus que hayan sido usadas en trabajos de investigacion o

trabajadas para otro fin.

MUESTRA

La muestra estd basicamente en funcion a las caracteristicas propias que requiere el
estudio, para asi este ser medido cuantitativamente mediante analisis de medias.
Cada espéecimen de Rattus rattus var albinus se asigno aleatoriamente. Finalmente
el tamafio de muestra estuvo constituida por 15 ratas albinas adultas las cuales
fueron distribuidas en 3 grupos de estudio, seleccionados aleatoriamente.

2.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ
Y CONFIABILIDAD

Seleccion de muestra vegetal Petroselinum Crispum

e Se cortd el material vegetal, esto se llevo a cabo por la mafiana para evitar, residuos
de otras especies de plantas, polvo, u otros contaminantes propios de la tierra. Por
lo que se evito etiquetar las plantas con raiz. De ese modo fue trasladado para poder
trabajar en Laboratorio de la Universidad Cesar Vallejo. Se tom6 como prioridad
la época de recoleccidn, el estado fisiologico de la planta y ademas el lugar
geogréfico de la recoleccion. EI material se transport6 cuidando el etiquetado, se
extendio sobre hojas de papel absorbente para evitar la contaminacién por hongos.

e Se separaron las hojas que reunian condiciones de inocuidad, desechando materias

contaminantes.
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¢ L_uego se procedio a lavar y secar para asi liberar algun tipo de compuestos, materias
extrafias que puedan poner en riesgo la salubridad del vegetal. Se registré el peso
fresco de la muestra, para llevarlo a la estufa a 40° por 5 dias, corroborando que el

peso del material seco sea contaste.

eUna vez seco las hojas de Perejil (Petroselinum Crispum), se procedio para la
trituracion y molienda, fue preciso tener el material completamente seco, para este

proceso se necesitod de un mortero.

e Las hojas del vegetal se pulverizan fueron tamizadas (tamafio 5mm de particula),
luego fue almacenado en un frasco oscuro, donde no exista humedad, radiacion de

luz, hasta cuando sea necesario utilizar.

Preparacion Hidroalcohdlico del extracto de perejil (Petroselinum Crispum)

¢ Obtenida la muestra pulverizada y tamizada se procedié a pesar 200gr de la
muestra vegetal.

¢ Seguido de esto se coloca en un recipiente de 100 ml de capacidad con tapa rosca
color oscuro (d&mbar).

e Se agrego el solvente etanol (70:30ml). Y obteniendo el preparado se procede a
macerar por 7 dias

¢ Finalmente se filtrar por gravedad (embudo/matraz), papel filtro ( filtracion media
20-30um).

e La solucidn hidroalcohdlico filtrada, se lleva a concentrar en rotavapor.

e La muestra concentrada se guardo en un frasco ambar de 250 ml de capacidad
ademas de obtener 20 grados brix.

e Teniendo ya listo el extracto es preciso e importante conservarlo en refrigeracion.

Se distribuyeron los grupos de experimentacién de la siguiente manera:

Los especimenes fueron diariamente tratados por un total de 10 dias cada grupo

correspondiente, de acuerdo al protocélogo siguiente:

Grupo control negativo: Grupo que estuvo formado por 5 especimenes machos a

los que se le suministro una dosis diaria por sonda orogastrica de suero fisiologico
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(0.6 ml) por 10 dias a las 4:00 pm. Luego de los 10 dias que se administro suero
fisiologico, se sacrifico a los especimenes mediante una dosis de anestesia de
ketamina (1.1.ml), y se extrajo el tejido hepético rapidamente para determinar los

niveles de MDA a 532nm previo homogenizado.

Grupo _control positivo (Paracetamol): Grupo que estuvo conformado por 5

especimenes al que se le administro una dosis diaria por sonda orogastrica
acetaminofén (400 mg/kg) por 10 dias a las 4:00 pm. Luego de los 10 dias que se
administrar acetaminofén, se sacrificd a los especimenes mediante una dosis de
anestesia de ketamina 1000mg/kg p.c, y se extrajo el tejido hepético rapidamente
para determinar los niveles de MDA.

Grupo experimental (Perejil- Paracetamol): Finalmente este grupo distribuido

por 5 especimenes se le administro por sonda orogastrica una dosis diria de
paracetamol (400 mg/kg) y una hora después se le administro el extracto
hidroalcohdlico de perejil por 10 dias a las horas de 4:00 pm y 5:00 pm. Luego de
los 10 dias que se administrd acetaminofén y extracto hidroalcoholico de
Petroselinum Crispum una dosis de 400mg/kg con una determinacion de 20°C brix.,
se sacrificara a los especimenes mediante una dosis de anestesia de ketamina
1000mg/kg p.c , y se extraerd el tejido hepatico rapidamente para determinar los
niveles de MDA.

Determinacion de la concentracion de malondialdehido.?

Fue mas factible usar el método colorimetro demostrando que la reaccion de MDA
con al acido 2-tiobarbiturico (TBA) forma aductos cromdgenos y fluorescentes de
MDA -2TBA muy notorios y definidos para poder cuantificar por
espectrofotometria de absorcion.

Obtencién de la muestra

El sacrificio de los especimenes fueron por decapitacion, anticipadamente

anestesiados a una dosis de 1,1ml de ketamina, por via intraperitoneal, luego de

unos 15 minutos del efecto se procede a extraer el rgano de interés (el higado), fue

19



recepcionado en un vaso de precipitacion con suero fisioldgico helado, se tritura

para ser homogenizado. Todo el proceso se realiza en hielo.

Procesamiento de la muestra

Los 3 grupos de experimentacion procede a continuacion de esta forma:

Los especimenes se sacrificaron previamente anestesiados con ketamina, una dosis
de 1000ml/kg p.c por via intraperitoneal. Después de 15 a 20 minutos cuando hace
efecto el farmaco, se colocaran los especimenes en una superficie plana,
especificamente unatabla lisa, seran abiertas colocando alfileres en las cuatro patas,
luego se procedié a rasurar todo el abdomen para hacer la incisién adecuadamente,
después se procedido a extraer el organo de interés (el higado), el cual fue
recepcionado en un frasco de 50 ml de capacidad con suero fisiologico a 5°C para
evitar la descomposicion, se retird cuerpos extrafios (grasa adherente, tejidos de
otros organos), luego se trituré en un homogenizador “Tissue- tearor” y puestos en
un frasco previamente refrigerado, posteriomente se centrifugo a 6000 rpm durante
10 minutos se retiré 1 pl del sobrenadante usando una micropipeta 100 ul y se
coloco en un tubo de ensayo con rosca luego se adiciono el reactivo antioxidante
butil-hidroxi-tolueno BHT 0,1 mL. Reactivo catalizador FeCI3 0.1 mL, disolucién
tampén de HCl —glicocola a ph: 3.5 Solucién Tampon 1,5 mL y acido2-tiobarbutirico
TBA 1,5 ml. Se homogenizo en el tubo.

Se mantuvo la mezcla de la reaccion por 60 minutos a 5 °C. Luego llevar a
ebullicién en bafio de agua a 95 — 100 °C por 60 minutos, para desarrollar las

coloraciones. (Anexo2)

Los tubos se tapan para evitar perdida de liquido. Posteriormente enfriar los tubos
en bafio con hielo, luego agregar 2,5 ml de butanol y 0.5 ml de agua destilada,
mezclar agitando por un minuto Yy centrifugar (“Genesys 20”) a 4000 rpm x 10

minutos.

Finalmente se extrae las capas superiores /sobrenadantes que contienen los aductos

(TBA-MDA) con el uso de una micropipeta 100 pul “Boeco” en un tubo limpio
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(aproximadamente 2.5 a 3 ml) y seguidamente se observan las lecturas de las

absorbancias, en el espectrofotometro a 532 nm frente a un blanco de reactivos.

La determinacion concentracion de Malondialdehido se determina para cada grupo
mediante la formula siguiente

y=0.0881x°-24%7

R2=0.9768

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Mediante la observacion elaboramos una ficha en la cual registramos el tipo de
muestra a utilizar, a absorbancia de concentracion de malondialdehido (MDA) a 532

nm de las muestras (Anexo3)

VALIDEZ, CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO Y RECOLECCION DE
DATOS

En la presente investigacion se utilizd una ficha de recoleccion de datos
correspondiente al registro para la concentracion de malondialdehido para cada
espécimen de Rattus rattus var albinus, la misma que no necesito su validez y

confiabilidad estadistica

25 METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Para realizar adecuadamente el procesamiento de los datos que se obtuvieron
experimentalmente, se utilizd el promedio, desviacion estandar, tablas, graficos
pertenecientes de la Estadistica de andlisis medias. Estos resultados fueron
procesados con el programa IBM-SPS version 20, Excel 2013,y de este modo
expresar los resultados al término de la investigacion, se ha utilizado cuadros
comparativos. Para evaluar si se muestra diferencia entre los promedios de los
grupos de experimentacion, desviacion estandar en los 3 grupos empleados.
Posteriormente se realizd la prueba de Kruskal-Wallis a una significancia de
p<0.01.
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2.6 Aspectos éticos

Se aplico las sugerencias de la guia de manejo de animales de laboratorio de los
animales utilizados en experimentos. Dicha guia determina los cuidados y el
tratamiento que deben recibir, desde la forma de alojarse en jaulas lo suficientemente
grandes y en un entorno adaptado en este caso de los especimenes. Los métodos de
sacrificio evito el dolor, sufrimiento y angustia innecesaria de los animales. Estipula

también que solo personas capacitadas realizaran el sacrificio de los animales.?
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I11. RESULTADOS

TABLA 1: Determinar la concentracion de Malondialdehido en el tejido hepatico
en los distintos grupos: Control negativo

GRUPO CONTROL MDA
(n) (umol/L)

0.02
0.65
0.08
0.06
0.12

Promedio 0.19

Desviacion Estandar 0.26
Donde:

Grupo Control=Grupo que solo se le administro suero fisiolégico.

g1~ W N

n= Numero de espécimen en el estudio realizado.
MDA= Malondialdehido

Valores que corresponden al Promedio y + Desviacion Estandar.

TABLA 2: Determinar la concentracion de Malondialdehido en el tejido hepatico

en los distintos grupos: Control positivo

GRUPO
CONTROL MDA
pOSITIVO ()~ (Wmol/L)

1 1.3
2 2.71
3 1.73
4 1.19
5 291

Promedio 1.97

Desviacion

Estandar 0.8

Donde:

Grupo Positivo=Grupo que solo se le administro el farmaco
hepatotdxico (paracetamol).

n= Numero de espécimen en el estudio realizado.

MDA= Malondialdehido

Valores que corresponden al Promedio y + Desviacion Estandar.
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TABLA 3: Determinar la concentracion de Malondialdehido en el tejido hepético
en los distintos grupos: Control positivo

GRUPO CON MDA
EXPERIMENTAL (umol/L)
1 0.16
2 0.68
3 0.87
4 0.55
5 0.83
Promedio 0.62
Desviacion
Estandar 0.28

Donde:

Grupo Experimental=Grupo que solo se le administro el farmaco
hepatotoxico (paracetamol) y el agente hepatoprotector (extracto
hidroalcohdlico perejil).

n= Numero de espécimen en el estudio realizado.

MDA= Malondialdehido

Valores que corresponden al Promedio y + Desviacion Estandar.

TABLA 4: Comparacion de la concentracion de Malondialdehido en el tejido
hepéatico en los distintos grupos: Control negativo, control positivo y grupo

experimental a través de la prueba estadistica Kruskal Wallis.

Concentracion de
malondialdehido  Significancia

Grupos (umol/L) (p)
Control negativo 0.19+0.16

Paracetamol 1.97 £0.80 0,003**
Paracetamol + perejil 0.62 +0.28

**p<0.01 ; Prueba estadistica Kruskal Wallis
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V.

DISCUSION

Entonces como se muestra en la tabla N°1, se registra que el grupo control no
presenta mayor variacion ya que no se le provoca ningun dafio hepatico, tampoco
se le administrado ninguna dosis de paracetamol y extracto hidroalcoholico de
Petroselinum Crispum , tan solo fue administrado por via oral suero fisiolégico y
las condiciones de hacinamiento de los especimenes experimentales fueron las
indicadas , ya no se manifestd cambios en sus peso por lo tanto al determinar la
concentracion de malondialdehido en el organismo, y como efecto del metabolismo
celular normal también produce radicales libres que usualmente son por receptores
enddgenos que a la vez al unirse con los lipidos séricos y tisulares originando una
peroxidacion. La peroxidacion lipidica que se puede observar en minimos valores
propios de su metabolismo a diferencia del grupo positivo y grupo experimental los

cuales no solo se les administra suero fisiologico.

Como se muestra en la tabla 2, existe dafio hepatico que es producida al
administrarse un agente toxico como es el paracetamol, ya por diversos autores
descritos. Se evidencian estudios mostrando que el farmaco (acetaminofén) se
metaboliza a nivel hepatico dandose en distintas vias, una de las vias llevando a la
reaccion de conjugacion con el acido glucuroénico, por otro lado la via siguiente se
une con el sulfato, esta reaccion hace que no cause ningun dafio dicho
medicamento. Sin embargo, se muestra ademas una nueva reaccion conllevando a
la creacion de N-acetil imidoguinona, mezcla que posee la cualidad de embestir
nucleofilico a distintos elementos celulares. Los compuestos portadores de grupos
sulfhidrico, como el glutation, generan un fuerte resultado hepatoprotector, por tal
motivo el suministro de N-acetil cisteina por via endovenosa facilitando eludir lo
que perjudicialmente como resultado ejerce el paracetamol generando radicales
libres por los mismos metabolitos de dicho farmaco.?® En muchos trabajos se han
descrito, que si hay una elevada administracion de paracetamol causa una necrosis
hepética aguda®’, ya que este medicamento es el causante y principal generador de
productos nocivos propios de su metabolismo. Y mediante la determinacion de las

especias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) utilizdndolo como marcador de
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la lipoperoxidacion debido a que los é&cidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares son los mas sensibles al ser atacados por RL, podemos ver
que la concentracion de malondialdehido son valores mayores que del grupo control
y efectivamente del grupo experimental. Este grupo positivo fue administrado las
dosis maxima de 400mg/kg en especimenes de estudios para causar el dafio

hepatico.

En la tabla 3 podemos ver que el acetaminofén, farmaco que siendo administrada
unas cantidades elevadas, tiende a causar dafio hepéatico provocando la generacion
de radicales libres, que se lleva a cabo justamente por este proceso. Petroselinum
Crispum es un vegetal que posee dentro de su composicion quimica aceites
esenciales y flavonoides que estas ejercer un poder antioxidante en especial la
luteolina,, apiina, aceites esenciales y la apigenina que estan presente en las hojas
del peregjil, siendo un flavonoide de baja toxicidad'®. Y segin lo manifiesta 2
menciona que el perejil tiene como componente principal la luteolina y apigenina
otorgandole el poder antioxidante, la cual esta asociada con la capacidad veras que
tiene al acicalar, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno basicamente por
cohibir enzimas prooxidantes, son permanentes que se arraigan ocasionando dafio
a las estructuras lipidicas produciendo dafio celular. La afeccion causada en el
higado valora de distintas maneras; siendo asi uno de ellos, determinar la
concentracion de Malondialdehido. Asi como podemos ver la tabla 3 efectivamente
la suministracion de elementos con caracteristicas hepatoprotectoras y
antioxidantes facilitaria descender el efecto perjudicial de dicho medicamento.

Los beneficios y propiedades que se le atribuyen al Petroselinum Crispum (Mill.)
A.W. Hill (perejil) se debe a los componentes quimicos que posee y que se han
reportado como flavonoides (angelicina, luteolina, apigenina y algunos glucoésidos)
aceite esencial (‘apiol y miristicina) , cumarinas, asi también como las vitaminas E
y C, existe una elevada agrupacion de acido petroselinico, furanocumarinas,
oleorresinas, proteinas, taninos y carbohidratos. De todos estos se debe ademas
rescatar a los flavonoides, los cuales le brindan beneficios diuréticas, emenagogas,

y antioxidante.
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Asi como también podemos analizar en la Tabla 4, en donde se evidencias
resultados para determinar la concentracion de Malondialdehido en el tejido
hepético en los distintos grupos: Control negativo, control positivo(tratado con
paracetamol) y grupo experimental(tratado con paracetamol y extracto de
Petroselinum Crispum) segun la prueba de Kruskal- Wallis, el tercer grupo que
viene hacer el grupo experimental al cual se le administro paracetamol y perejil se
evidencio como resultados favorables que existe un descenso de concentracién de
Malondialdehido a diferencia del segundo grupo de especimenes al que solo se le
administro el farmaco(paracetamol) se ha mostrado gran concentracion de
Malondialdehido, lo cual observamos que guarda relacion al decir que el
paracetamol si es un agente hepatotoxico. Entonces segun los resultados obtenidos
se evidencia que hay significancia, ya que el grupo experimental arrojaron valores
disminuidos, los mas bajos, lo que nos demuestra que efectivamente si se ha logrado
ejercer un deseable resultado, evidenciando que este vegetal tiene como resultado
ser hepatoprotector y a su vez la capacidad antioxidante que este posee.

Como se puede observar en la Tabla N° 4 el grupo control positivo (paracetamol
400 mg/kg) present6 niveles de malondialdehido en tejido hepéatico y mayores que
el grupo control y experimental, este aumento de Malondialdehido es resultado de
la destruccién de radicales libres que se da por la biotransformacion del
acetaminofén. Se recomienda y se sugiere tomar en cuenta que, la suministracién
de acetaminofén(paracetamol) tiende a causar dafio en el higado ,a través de los
radicales libres que son formados en el organismo en especial a nivel hepatico los
cuales estos tienen la peculiaridad de oxidar a las grasa(lipidos) que normalmente
estas se encuentran en las membranas plasmaticas pues como productos crean
sustancias, como el malondialdehido que reacciona con el &cido tiobarbiturico
(TBARS), lo cual para la determinacion de TBARS en el triturado del tejido
(higado) existe Unica forma de valorar el dafio que ejerce el acetaminofén a nivel
hepéatico. Entonces en el presente trabajo, las especies reactivas al tiobarbiturico
(TBARS) evidencia diferencia significante en los grupos trabajados: Grupo
control(al que se le administro solo suero fisioldgico), el grupo positivo (que se le
suministro paracetamol) y finalmente el grupo experimental (se le administro
paracetamol y perejil), afirmando que el grupo experimental arrojo valores mas

bajos, resultado que valdria sefialar como actividad hepatoprotectora y antioxidante.
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Estudio Publicado por Luzmila Troncoso'®, Emilio Guija coinciden con los
resultados que se ha obtenido en esta presente investigacion, finalizando que
Petroselinum Crispum posee una actividad hepatoprotector.

Asi mismo la determinacidn de especies reactivas al cido tiobarbiturico (TBARS)
es empleado como un marcador de lipoperoxidacion, ya que los &cidos grasos
poliinsaturados presentes en las membranas celulares vienen hacer los més
propensos de ser agredidos por radicales libres. Asi como podemos notar en la tabla
N°4, el segundo grupo(tratado con 400mg/kg de paracetamol) muestra niveles de
TBARS a nivel hepatico mas elevados que en el grupo experimental(administrado
paracetamol y perejil), este acrecentd de las reacciones de Tiobarbiturico es un
resultado de la coexistencia de radicales libres que derivan con facilidad de las
alteraciones del acetaminofén y el agotamiento del GSH en el tejido hepatico ,estos
resultados también fueron plasmados en la investigacion que fue realizado por
Troncoso™ en el cual redacta en su estudio que también existio un incremento de
Malondialdheido a nivel hepético y que demostré que el alimento vegetal como el

perejil es un agente hepatoprotector.

Es por ello que al no existir muchas evidencias con respecto a este alimento se
impulsa a investigar sobre plantas medicinales y de los diversos efectos
farmacoldgicos es en nuestra region unos de los pilares mas importantes en la
busqueda de alternativas y opciones terapéuticas en medicina y que a su vez
aprovechen la base tecnoldgica y productiva local, es decir, las plantas nativas y de
uso comun, ya gque son ampliamente usadas por la mayoria de nuestra poblacion

tanto urbana como rural.

El perejil es un vegetal con muchos atributos para la salud, ya que posee
propiedades antioxidantes y hepatoprotectoras, ademas cabe mencionar que no es
un vegetal toxico, ya que se ha logrado realizar un estudio en el que se administro
infusion, extracto acuoso y hidroalcohdlico de perejil a especimenes (Rattus rattus
var albinus), no causando una mortalidad una dosis hasta 3200mg/kg como
maximo. Ademas que también se logro determinar en humanos, administrandose

una dosis de 80g en 2 litros de agua dejando en infusion por 5 minutos.
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V. CONCLUSIONES

Este estudio concluye afirmando que:

La comparacion de estos dos grupos evidencio que el Petroselinum Crispum
es un agente hepatoprotector ante un dafio perjudicial tejido hepatico ante
farmacos hepatotoxico asi como el acetaminofén.

La concentracion de Malondialdehido en el tejido hepético del grupo control
negativo (tratado solo con suero fisioldgico) es de 0.19 + 0.16 umol/L.

La concentracion de Malondialdehido en el tejido hepatico del grupo control
positivo (inducido hepatoxicidad con Paracetamol) es de 1.97 + 0.80 umol/L.

La concentracion de Malondialdehido en el tejido hepatico del grupo control
experimental (inducido la hepatoxicidad con Paracetamol y extracto
hidroalcoholico de Petroselinum Crispum) es de 0.62 + 0.28 umol/L

Existe diferencia significativa al determinar la concentracion de
Malondialdehido en el tejido hepatico, siendo, el grupo experimental
(inducido la hepatoxicidad con Paracetamol y extracto hidroalcohdlico de
Petroselinum Crispum) posee una actividad protectora del higado siendo
muy efectiva a este nivel hepatico ya que la concentracion de
malondialdehido es menor en este grupo de 0.62 + 0.28 umol/L , a diferencia
del grupo control positivo la concentracién de malondialdehido es mayor de
1.97 = 0.80 umol/L lo cual indica que el paracetamol si es un agente
hepatotdxico .

El Petroselinum Crispum si es un agente protector ante la hepatoxicidad

causada en el higado por el farmaco mas comin de venta libre como el
paracetamol en Rattus rattuas var albinus.
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VI.

RECOMENDACIONES

o Difundir este estudio realizado de esta investigacion servira de gran utilidad esta

averiguacion basica para los profesionales de la salud con el fin de adiestrar a la
poblacion sobre el consumo de este vegetal, ya que a su vez es muy accesible a
todos los ciudadanos, y asi contribuir con la poblacién a aprevenir distintas
enfermedades que se manifiestan hoy en dia asi como: fallo hepético agudo,
cirrosis hepatica, higado graso, cancer, enfermedades consideradas con

intoxicacion hepatica .

Recomendar esta investigacion sobre el poder nocivo que tiene el paracetamol y
su accion téxica del higado, conllevando a un dafio hepatico, asi como la accién

hepatoprotectora de Petroselinum Crispum.

Finalmente se recomendaria que esta investigacion sea desarrollado en vivo en los
futuros estudios para asi demostrar que efectivamente si se ejerce efecto
hepatoprotector y que se logra un descenso considerable en cuando al estrés
oxidativo y lograr evitar el dafio hepatico causado por el farmaco acetaminofén ,
asi mismo de ahora en adelante optar por este alimento y que forme parte de
nuestra alimentacion en el hogar tal como es este vegetal Petroselinum Crispum
para obtener asi una mejoria en la salud, este vegetal es accesible en distintos

lugares de nuestro pais ademas.

Motivar a desarrollar una nueva investigacion incluyendo marcadores hepaticos
que muestre significancia con una poblacién amplia y grande, adicionando otros

indicadores para determinar el efecto Hepatoprotector del vegetal.
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ANEXOS

ANEXO 1

ALIMENTO

ENERGIA Kcal

ENERGIA ki

AGUA gr

PROTEINAS gr

GRASA TOTAL gr
CARBOHIDRATOS TOTALES gr
CARBOHIDRATOS DISPONIBLES gr
FIBRA DIETETICA gr
CENIZAS gr

CALCIO mg

FOSFORO mg

ZINC mg

HIERRO mg

B CAROTENO TOTAL ug
VITAMINA A ug
TIAMINA mg
RIBOFLAVINA mg
NIACINA mg
VITAMINA C mg

ACIDO FOLICO ug
SODIO mg

POTASIO mg

VALOR NUTRICIONAL DEL PEREIJIL (Petroselinum Crispum) SEGUN LAS TABLAS
PERUANAS DE COMPOSICION DE ALIMENTOS:2s8

PEREJIL
41
172
82
4.8
0.7
9.9
6.6
3.3
2.6
202
76
1.07
8.7

421
0.07
0.32
2.87
95.8
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ANEXO 2

PREPARACION D ELOS REACTIVOS.
CURVA DE CALIBRACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

Preparacion de soluciones madre de TMP

Reactivo: 1,1,3,3 tetrametdxipropano (TMP)

1 mol de TMP  ------m-mmmmmmmm e > 164.20 g de TMP
1 ml de sol de TMP ----------m-memememeeem- > 0,999 TMP
20 pL de sol TMP —-------mmmmmmmmmm oo > X

X=20x10°ml x 0.99g/1mL
X =0.0198 g TMP

1 mol de TMP -->164.20 g TMP
X moles de TMP --------=------=---- >0.0198 g TMP

X =0,00012058 moles de TMP

120,58 pmoles (20uLTMP) ------ diluir--------- > 100 ml solucion
(Solucioén madre 1)

X mmmmm e > 1 mL solucion

X =1,2058 pmoles

1.2058 pmoles (1 mlsol) + 9 ml Tampon ------- > 10 mi
(Solucién madre 2, 120 umol/L
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Reactivo catalizador (FeCls)

2.7 gr de FeCI3 - 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

Dodecilsulfato de sodio
0.3 gr - 100
X > 250 ml

X =0.75 gr (Detergente)

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 ApH:35

15.01 gr - 1000 ml H20

X = 100 ml H20

X =1.501 gr GLICINA

ANEXO 3

Registro del Peso de la rata antes del tratamiento

Pesos Cddigo de larata DIA
Rl |R2 [R3 |R4 |R5
GRUPO CONTROL
NEGATIVO
GRUPO CONTROL
POSITIVO

PARACETAMOL MAS
PEREJIL
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ANEXO 4

Tabla 4.1. Cuadro de recoleccion de datos sobre la concentracion de malondialdehido
hepatico por el método de colorimétrico de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS).

GRUPO
CONTROL
NEGATIVO (Suero | 70 °32nm

fisioldgico)
1 0.034
2 0.079
3 0.047
4 0.044
5 0.052

Tabla 4.2. Cuadro de recoleccion de datos sobre la concentracion de malondialdehido
hepatico por el método de colorimétrico de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS).

GRUPO CONTROL %
POSITIVO(paracetamol) | 532nm
1 0.094
2 0.113
3 0.101
4 0.092
5 0.115

Tabla 4.3. Cuadro de recoleccion de datos sobre la concentracion de malondialdehido
hepatico por el método de colorimétrico de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS).

GRUPO ”
EXPERIMENTAL 532‘;m
(PARACETAMOL+Perejil)
1 0.056
2 0.080
3 0.085
4 0.076
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S) 0.084

ANEXO 5
Grafico de la curva de calibracion de MALONDIALDEHIDO.

0.2
0.18
0.16
0.14 -

3 0.12 = ¢
01 & y = 0.0881x0-24%7
j R2=0.9768
0.08 -
0.06
0.04

0.02

0 T T T 1
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ANEXO 6

Cuadro para determinar la curva de calibracion de malondialdehido por el método de
colorimétrico de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (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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CONCENTRACION.DE.MALONDIALDEHIDO

TABLA 1: Comparacion de la concentracion de Malondialdehido en el tejido

hepético en los distintos grupos: Control negativo, control positivo y grupo

experimental a través de la prueba estadistica Kruskal Wallis.

Grupos X+ds Significancia
Control negativo 0.19+£0.16

Paracetamol 1.97 +£0.80 0,003**
Paracetamol + perejil ~ 0.62 £ 0.28

**p<0.01 ; Prueba estadistica Kruskal Wallis
11.580 Chi-cuadrado
2 gl
Sig. Asintdtica = .003

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

50

00

s
2
*
I T |
Control negativo Paracetamol Paracetamol + Pereijil
GRUPO
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ANEXO 7 : FOTOGRAFIAS DE LOS PROCEDIMIENTOS Y
METODOLOGIA UTILZADOS EN EL TRABAJO INVESTIGACION

IMAGENES PARA OBTENER EL EXTRACTO ETANOLICO DEL PEREJIL

1. Perejil 2. Seleccién inocua del perejil siendo
colocados en una fuente de cartén

3. Muestra es colocada en la estufa por 12 dias 5. Pulverizado y Pesado de Perejil
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7. Filtracidn después de macerar 6. Lectura de Grados Brix

FOTOGRAFIAS EN EL SONDEO, DEGOLLAMIENTO DE LOS ESPECIMENES Y LECTURAS DE CONCENTRACIOS
DE MDA

8. Asesoramiento en la técnica de sondeo
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PROTOCOLOGO

L . 9. Se limpia la parte abdominal de preferencia
10. Inyeccién de ketamina . )

con una rasuradora para evitar contagio con el
érgano a trabajar

11. Se procede a cortar tejido cuidadosamente
para obtener el érgano (higado)

Higado administrado Higado administrado
solo paracetamol paracetamol y perejil

12. El 6rgano es colocado envaso de N
N . 13. Se procede a separar muestras extranas
precipitacion con suero fisioldgico . )
hiel adherentes al tejido o residuos de grasa, se
en hielo -
y lava y se cubre con papel aluminio. Tal
como en laimgen 12.




14. Se procede a homogenizar el tejido previo a un triturado.

15. SE colca en tubos para centrifugar por un 16. Luego se lleva a ebullicion por 60 minutos
tiempo de 10 minutos , después se

agregan los reactivos
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17. Posteriormente se enfrian los tubos en
hielo, se agrega butanol, y H20 destilada 18. Finalmente se extraen los sobrenadantes

19. Se leen las absorbancias en el espectrofotometro
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Anexo 8. 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 LomN® . R -09 2018

Especie . Rantus norvegicus Cantidad :@ 24

Cepa : Holtzman Edad . 2 meses 'S

Peso : 200e250g. Saxo : machos

G.A. : 036380 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 arriba descrilcs se  encuentran en  buenas
condiciones sanitarias *,

*Referencia : PR T-CNPB-153, Procedimiento para el ingresc, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacidn,

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

NOTA : El Biotario no se hacs C.MVP. 1586
responsable por &l estado de

los anmales, una vez que

ésins agresan del mismo.
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Anexo 9 . Solicitud de permiso del uso de los laboratorios de investigacion

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

“ARNO DEL DIALOGO ¥ LA RECONCILIACION NACIONAL™

Directora de |a escuela de nutricién:

Dra. Maria Gallo Ancajima

Presente:

Trujillo, 18 de Setiembre de 2018

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
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 Otinlanc Garcia quioenes aprueban la realizacién
de este trabajo. Para realizar dicha actividad se hard uso de lo siguiente:

HEPATICO EN
RATTUS RATTUS
VAR ALBINUS CON
AGENTE
HEPATOTOXICO

homogenizador de
tejidos, balanza de
animales,
centrifuga, pipetas,
provetas, tubos de
ensayo, vasos de
precigitacion,
micropipetas.

N | Estuediante Trabajo de | Materiales/Equipos Horarlo
investigacion

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

Eduardo NASTURTIUM refrigerador, Laboratorico de
OFFICINALE 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, bDalanza de | 3 10:00 pm
RATTUS RATTUS | animales, MARTES
VAR ALBINUS CON | centrifuga. pipetas, | V 106 3:40 pm
AGENTE provetas, tubos de | a mas.
HEPATOTOXICO ensayo, vasos de
precipitacion,
micropipetas.
2 Rodriguez Valderrama | EFECTO DEL | Balanza analitica, | 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 y Aula V

107 de 6:20 pm
a 10:00 pm
MARTES

V 106 3:40 pm
a mas.

Atentamente,

W
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