UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE MEDICINA

EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL Peumus boldus “Boldo” EN LA
HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR PARACETAMOL EN Rattus rattus Var Albinus.

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE MEDICO
CIRUJANO

AUTORA:
GUILLEN CRUZADO, FRANCISCA YESENIA

ASESORES:
DR. PEREZ BALLENA, GABRIEL ANDRES
DR. MARCO ALFARO ANGULO

LINEA DE INVESTIGACION:
MEDICINA ALTERNATIVA

TRUJILLO - PERU
2016



PAGINA DEL JURADO

Mg. FREDY CABRERA DIAZ
PRESIDENTE DEL JURADO

Mg. RICI ELIZABETH PONCE DE LOPEZ

SECRETARIO DEL JURADO

Mg. MARCO ALFARO ANGULO

VOCAL DEL JURADO

FECHA DE SUSTENTACION Y APROBACION:



DEDICATORIA

A Dios, por estar conmigo en todo momento, por guiar mis pasos e iluminar mi
camino, por darme la fuerzas necesarias para superar obstaculos y por haber puesto a
aguellas personas que han sido mi apoyo y me han acompafiado durante todo el
periodo de estudio

A mis padres, por ser el pilar fundamental en mi vida, por brindarme su apoyo y

amor incondicional, por su perseverancia para guiar mi camino y lograr hacer de mi una
persona de bien, impulsdndome con valores, por los sacrificios que juntos hemos
pasado, y por ser los mejores padres del mundo

A mi hermano, por sus consejos, su compresion, la motivacion y por ensefiarme
a ser perseverante para lograr mis suefios.

A mi abuela, quien estuvo presente en mi vida desde el dia que naci, por todo el
amor gue me brindaste, porque siempre admiré su fortaleza, dandome ejemplos dignos
de superacién y sé que desde el cielo me guia y la llevo siempre en mi corazén

A mis tios, primos, amigos y a todas aquellas personas que de una u otra
manera han contribuido para el logro de mis objetivos



AGRADECIMIENTO

A Dios porque sin el nada hubiese sido posible, que fue mi principal apoyo para cada

dia continuar y no dejarme caer ante las adversidades.

A mis padres, quienes fueron mis mayores promotores durante este proceso,
quienes estuvieron en todo momento apoydndome y motivando mi formacién

personal y académica

A mi hermano, a quien admiro y respeto, por su perseverancia para lograr sus

objetivos

A mi abuelita porque antes de partir me transmitié las ensefianzas necesarias para

poder superar cualquier obstaculo que se me presente en la vida.

A la Universidad Cesar Vallejo, por ser el ente forjador de sabiduria en lo
profesional y personal, gracias a su metodologia de ensefianza en la que partimos de
nuestra realidad. A mis docentes que con esmero, exigencia y entrega me

compartieron sus conocimientos preparandome a ser cada dia mejor.

A mis Asesores, por ser pacientes, comprensivos y educadores en la carrera
profesional como en la vida, en especial doy gracias al Doctor Gabriel Pérez Ballena
y al Doctor Marco Alfaro quien con mucha perseverancia, paciencia, afecto y apoyo
me han brindado su tiempo necesario para guiarme y ensefiarme a alcanzar un logro

deseado y de esta manera a garantizar el éxito de mi trabajo,



DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD

Yo, FRANCISCA YESENIA GUILLEN CRUZADO, estudiante del Programa Gestion
de los Servicios de la Salud, de la Escuela de Postgrado de la Universidad César
Vallejo, identificada con DNI 70271668; con la tesis titulada: EFECTO
HEPATOPROTECTOR DEL Peumus boldus “Boldo” EN LA HEPATOTOXICIDAD
INDUCIDA POR PARACETAMOL EN Rattus rattus Var Albinus.

Declaro bajo juramento que:

1) La tesis es de mi autoria.

2) He respetado las normas internacionales de citas y referencias para las fuentes
consultadas. Por tanto, la tesis no ha sido plagiada ni total ni parcialmente.

3) La tesis no ha sido auto plagiado; es decir, no ha sido publicada ni presentada
anteriormente para obtener algan grado académico previo o titulo profesional.

4) Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni
duplicados, ni copiados y por tanto los resultados que se presenten en la tesis se
constituiran en aportes a la realidad investigada.

De identificar la falta de fraude (datos falsos), plagio (informacién sin citar a autores),

auto plagio (presentar como nuevo algun trabajo de investigacion propio que ya ha

sido publicado), pirateria (uso ilegal de informacién ajena) o falsificacion (representar

falsamente las ideas de otros), asumo las consecuencias y sanciones que de mi

accion se deriven, sometiéndome a la normatividad vigente de la Universidad César

Vallejo.

Trujillo, 6 de Diciembre 2016.

Guillén Cruzado, Francisca Yesenia
N° DNI: 70271668



PRESENTACION

Sefiores miembros del Jurado:
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Cirujano. Tiene como objetivo general: Determinar el efecto hepatoprotector del
Peumus boldus en hepatotoxicidad inducida por paracetamol en Rattus rattus var
albinus.Y como objetivos especificos, determinar la funcién hepatica en Rattus rattus
var albinus antes y después de la administracion de paracetamol y boldo, determinar
la funcion hepética en Rattus rattus var albinus antes y después de la administracion
de paracetamol, comparar la funcion hepéatica de ambos grupos de estudio, describir
la histologia hepatica en Rattus rattus después de la administracion de paracetamol,
describir la histologia hepatica en Rattus rattus después de la administracion de

paracetamol y boldo.
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RESUMEN

El paracetamol es el analgésico mas usado a nivel mundial, siendo la
hepatotoxicidad un evento comun. EIl boldo posee compuestos activos, entre ellos la

boldina a la que algunos estudios le atribuyen propiedades hepatoprotectoras.

Con la finalidad de evaluar el efecto hepatoprotector del Peumus boldus en
hepatotoxicidad inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus, se realizé un
estudio experimental en 16 ejemplares de Rattus rattus var albinus 8del grupo
paracetamol y 8 del grupo paracetamol mas boldo a quienes se realiz6 dosaje de
TGO, TGP, FA, PT y F, BT y F. Posteriormente se aplicd la prueba t para la
comparacién de medias para muestras independientes con una confiabilidad del
95%.

El estudio reporté que TGO es mayor en el grupo de paracetamol, lo mismo para la
FA, el descenso de peso en gramos de Rattus rattus var albinus fue mayor en el
grupo de solo paracetamol, pero no fue significativo. En relacion al peso del higado
este fue significativamente mayor en el grupo paracetamol, no hubo diferencias
significativas en relacion a largo, ancho y altura del higado. En relacion a la
descripcion histoldgica, el grupo boldo mas paracetamol presenté arquitectura
hepéatica normal a diferencia del grupo paracetamol solo, en el que se observé
marcada vacuolizacion perilobulillar alterando la normal arquitectura del hepatocito,

estuvo presente también la congestion vacuolar y dilatacién sinusoidal.

El estudio concluye que Peumus boldus posee efecto hepatoprotector en la toxicidad

hepatica inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus.

Palabras clave: efecto hepatoprotector, Peumus boldus, Rattus rattus var albinus,

paracetamol, hepatotoxicidad.



ABSTRACT

The paracetamol is the most used analgesic to world-wide level, being the
hepatotoxicidad a common event. The boldo possesses compounds active, between

them the boldina to which some studies attribute him properties hepatoprotectoras.

With the purpose to evaluate the effect hepatoprotector of the Peumus boldus in
hepatotoxicidad induced by paracetamol in Rattus rattus var albinus, realized an
experimental study in 16 copies of Rattus rattus var albinus 8 of the group
paracetamol and 8 of the group paracetamol more boldo to those who realized dosaje
of TGO, TGP, FA, PT and F, BT and F. Later it applied the proof t for the comparison
of averages for independent samples with a confiabilidad of 95%.

The study reported that TGO is greater in the group of paracetamol, the same for the
FA, the descent of weight in grams of Rattus rattus var albinus was elder in the group
of alone paracetamol, but was not significant. In relation to the weight of the liver this
went significantly greater in the group paracetamol, there were not significant
differences in relation to long, width and height of the liver. In relation to the
description histological, the group boldo more paracetamol presented normal hepatic
architecture unlike the group alone paracetamol, in which it observed marked
vacuolizacién perilobulillar altering the normal architecture of the hepatocyte, was

present also the congestion vacuolar and sinusoidal dilatation.
The study concludes that Peumus boldus has an effect hepatoprotector in the hepatic

toxicity induced by paracetamol in Rattus rattus var albinus.

Keywords: effect hepatoprotector, Peumus boldus, Rattus rattus var albinus,

paracetamol, hepatotoxicidad.



[. INTRODUCCION

1.1. Realidad Problemética

El paracetamol es actualmente el analgésico mas usado a nivel mundial (1), en
Espafia es la mayor, o que convierte a la intoxicacion por paracetamol en un evento
comun, siendo en Estados unidos la hepatotoxicidad mas comudn reportada con un
39% (2).

Por razones éticas no se puede realizar estudios experimentales en humanos(3),
razon por la que se utilizan animales, siendo la especie Rattus rattus var albinus una
de las mas utilizadas (4). Sin embargo existen regulaciones que impiden el
sufrimiento innecesario y limitan el nimero de especimenes a utilizar en un

determinado estudio (5).

La presente investigacion se realiz6 en 16 especimenes de Rattus rattus var albinus,
al grupo control se le administré paracetamol con la finalidad de ocasionar episodios
de hepatotoxicidad y en el grupo experimento se trata de corregir la hepatotoxicidad

con el uso concomitante de Peumus boldus.

En la actualidad se observa el incremento del nimero de casos de hepatotoxicidad

asociada a la ingesta de diversos farmacos entre ellos el paracetamol(6).

Se afirma que el dafio hepatico inducido por farmacos se reporta como la causa
frecuente de muerte por fallo hepético agudo siendo aproximadamente el 10% a nivel
mundial(7). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el paracetamol es
hepatotoxico y debe evitarse en dosis altas (8). Un estudio de casos de insuficiencia
hepatica aguda entre noviembre de 2000 y octubre de 2004 por los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermedades de los EE.UU. encontr6 que el
paracetamol fue la causa del 41% de todos los casos en los adultos y el 25% de los

casos en nifios (9).

La toxicidad hepatica por medicamentos, por drogas de abuso y/o productos

herbolarios de la medicina alternativa se ha convertido en un problema de salud
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publica que afecta cada vez a un nimero mayor de personas y servicios de salud

incluyendo las agencias reguladoras (10).

El diagndstico de una hepatotoxicidad no es sencillo e incluso puede prolongarse en
el tiempo y llegar a ser tardio, debido al diagnostico diferencial alternativo al dafio
hepético(11). Los estudios demuestran que con mucha frecuencia no existe un
tratamiento efectivo para la toxicidad hepética producida por farmacos, a excepcion
de la inducida por paracetamol. Por lo que diversos autores han propuestos distintos
productos como posibles protectores de la injuria hepatica por paracetamol debido a
su capacidad antioxidante y a que no interfieren con las acciones terapéuticas de los
farmacos (12).

En teoria aquellos productos que disminuyan el estrés oxidativo serian capaces de
disminuir o prevenir el dafio hepatico inducido por paracetamol. Dentro de ellos se
han estudiado a la silimarina, cimetidina, n — acetilcisteina y el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF). Sin embargo, éstos suelen no estar al alcance de la poblacion
general debido a sus elevados costos. Al contrario de los productos naturales, los
cuales son accesibles a la mayoria de estratos de nuestro pais, como por ejemplo el
Peumus boldus “boldo” (12).

El uso de la medicina alternativa se ha incrementado a nivel mundial(13). En el Perq,
el uso de la medicina alternativa oscila entre un 30 a 70% asi se tiene que un estudio
realizado en un hospital de Lima indic6 su uso en un 70% Yy otro estudio en
hospitales de provincia, reporté 40,4% conocen la terapia alternativa y el 33% acepto
haberla utilizado (14). Diversos productos naturales se emplean para el tratamiento
de enfermedades hepaticas, dentro de ellos el Peumus boldus(15).

El boldo posee diversos compuestos activos, dentro de ellos, se hallan alcaloides,
flavonoides y aceites esenciales, siendo la boldina la mas abundante y a la que se le
atribuyen propiedades hepatoprotectoras(16). Existen investigaciones que sustentan
que el boldo tiene propiedades hepatoprotectoras, siendo por tanto nuestro interés
probar si ello realmente existe para fomentar su empleo por su bajo costo, facil

disponibilidad y administracién y por no requerir mayor supervision (17).
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1.2. Trabajo previos

Veloz D (18) (Ecuador, 2013), realiz6 un estudio para determinar la actividad
hepatoprotectora del Peumus boldus en Rattus novergicussometidos a
hepatotoxicidad por paracetamol,realizé un estudio experimental utilizando 9 ratas,
divididas en 3 grupos: A (control positivo: paracetamol mas silimarina), B (control
negativo: paracetamol més boldo), C (blanco: ningun tratamiento). Confirmé la
presencia de compuestos secundarios como alcaloides, flavonoides, compuestos
fendlicos y triterpenos en cantidades considerables en el boldo. Se evidencié
actividad hepatoprotectora a nivel morfolégico, pues en el grupo al cual se le
administré el extracto acuoso de boldo al 100 % se hall6 un 10 % de destruccion
hepatica, mientras que en el que se le administré el extracto acuoso al 66 % se hallé
un 50 % de destruccion hepatica y en el que se administré el extracto acuoso al 33

%, se hallé un 85 % de destruccién hepatica.

Yovera-Leyva E (19) realiz6 un estudio en Pert el 2015 buscando evaluarla
hepatoproteccion de Peumus boldus en la toxicidad por isoniazida en ratas Holtzman
hembra, realiz6 un estudio experimental en 24 ratas; se midieron el peso, las
bilirrubinas, TGO, TGP proteinas totales y fraccionadas. A la conclusién del estudio
se pudo demostrar que el extracto acuoso de Peumus bolduspresenté actividad
hepatoprotectora en la hepatotoxicidad inducida de forma experimental con

isoniazida en ratas de raza Holtzman hembras.

Olivares J L(20) (Peru, 2015) realizé un estudio experimental, teniendo como objetivo
eldeterminar el efecto protector de Peumus boldus en la hepatotoxicidad inducida por
rifampicina en ratas, por lo que realizé un estudio experimental en 24 ratas, divididas
en 4 grupos: A (control), B (rifampicina 100 mg/kg), C (silimarina 200 mg/kg y
rifampicina 100 mg/kg) y D (boldo 160 mg/kg y rifampicina 100 mg/kg). Se reportd
que las ratas del grupo B perdieron mas peso (16,41 +/-17,94 gr), presentaron una
mayor elevacion de bilirrubinas totales (0,25+/-0,13), bilirrubina directa (0,21 +/-0,12),
TGP (48,83 +/-17,72) y sus higados fueron mas congestivos, pesaron y midieron
mas. Las proteinas totales (0,66 +/- 0,38) y albamina (0,33 +/- 0,35) del grupo B

fueron menores comparado con los grupos C y D. No se hall6 diferencia significativa
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en cuanto a la bilirrubina indirecta, globulina y TGO. Los higados del grupo B
mostraron mayores cambios histopatolégicos (5,33 +/-0,51) en comparacion con los
demas grupos. Se concluye que las hojas de Peumus boldustiene efecto protector en

la toxicidad hepética inducida por rifampicina.

Ochoa C (21) (Peru, 2008) realiz6 un estudio experimental con la finalidad de
determinar la hepatoproteccion del extracto acuoso de Peumus boldusen el dafio
hepatico inducido por paracetamol, realizé un estudio experimental en 30 ratas las
que se dividieron en 5 grupos aleatoriamente, grupo blanco, control paracetamol
200mg/kg y 3 experimentales tratados con extracto acuoso de Peumus boldus (EAB)
a 80 mg/kg, 120 mg/kg y 160 mg/kg respectivamente via orogastrica. El estudio
reporté que existe diferencia significativa en los niveles de transaminasas,el grupo
boldo presentd histologicamente menos destruccion hepatica. El estudio concluye
guePeumus boldus “boldo” presenta un efecto protector al dafio hepatico inducido

por paracetamol en ratas Holtzmann.

Figuereido M et al (15) (Brasil, 2016)evaluan el efecto del extracto acuoso de
Peumus boldus sobre la respuesta proliferativa de higado después de la
hepatectomia parcial del 70%, realizaron un estudio experimental en 20 ratas, 10 del
grupo experimento y 10 del grupo control el grupo experimento recibié 100 mg/kg de
extracto acuoso de Peumus boldus. El estudio encontr6 que el grupo experimento
presentd de forma significativa una mayor proliferacion de los hepatocitos,
concluyendo el estudio que el extracto de Peumus boldus administracion aguda
ejerce un efecto positivo significativo en la regeneracion del higado después de 24
horas en las ratas que fueron sometidos a hepatectomia parcial, manteniendo al

mismo tiempo la funcién hepética sin cambios.

Lanhers M et al (22) el afio 1991 investigan el efecto hepatoprotector del extracto
hidro alcohdlico de Peumus boldus, realizaron un estudio de revision de alcance
mundial, investigando el efecto hepatoprotector, su efecto colerético vy
antiinflamatorio en ratones y ratas con el fin de validar o invalidar las indicaciones
terapéuticas tradicionales. Este estudio afirma que se ejercid una hepatoproteccion

significativa en hepatotoxicidad inducida en hepatocitos de ratas aisladas (in vitro),
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estos resultados se vieron reforzada por una hepatoproteccion significativo sobre la
hepatotoxicidad inducida en ratones (en técnica vivo), el extracto de la planta la
redujo la elevacion de la fosfatasa alcalina, los estudios proponen que la boldina el
principal alcaloide de Peumus boldus parece estar implicado en esta actividad. Esta
revisidbn no pudo evidenciar los efectos coleréticos, pero si hay evidencia de efectos

antiinflamatorios significativos, aunque la boldina no parece estar implicado en ellos.

1.3. Teorias relacionadas al tema

El paracetamol es un analgésico que tiene medio siglo de uso, considerado eficaz y
seguro, pese a que el dafio hepatico producido se documentd desde 1966,
informacion que a la fecha ha ido en aumento. Actualmente la toxicidad es causa
importante de mortalidad en muchos paises. Su pronéstico est4d asociado al
reconocimiento oportuno de su ocurrencia lo que permite el inicio de las medidas

terapéuticas especificas en forma adecuada y temprana (17,23).

La dosis de paracetamol oscila entre 10 y 15 mg/kg en nifios, 250 y 1000 mg en
adultos, teniendo como dosis maxima 80 mg/kg en nifios y 4 g en adultos al dia. La
dosis toxica minima es de 150 mg/kg para nifios y 10 g para adultos, esta dosis esta
sujeta a variaciones dependiendo de los niveles basales de glutation entre otros
factores. El paracetamol ingerido por via oral se absorbe rapidamente, llegando a
concentraciones maximas en plasma a las 2 horas de la ingesta. La concentracion
sérica terapéutica oscilaentre 10 y 20 pg/mL, siendo su vida media de 2 a 4 horas
(23,24).

El paracetamol es glucuronizado y sulfatado en el higado hasta un 90%, se elimina
por via urinaria. Del 10% restante, la mitad es excretada directamente por los riflones
y el resto se metaboliza por el citocromo P450. Las subfamilias CYP2E1L, 1Al y 3A4
propias de este citocromo modifican al paracetamol en N-acetil-p-benzoquinonemina,
un metabolito intermedio pero altamente reactivo y electrofilico(24,25). Este se une
de forma covalente a macromoléculas del hepatocito, ocurriendo estrés oxidativo,
inflamacion y necrosis hepatocelular. Posteriormente es conjugado con glutation y

como resultado se tiene la cisteina y mercaptano, que no son toxicos(26). Cuando
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ocurre una ingesta alterada de paracetamol (sobredosis), las otras vias se saturan y
una proporcion mayor del medicamento va a la via del citocromo. Cuando las
reservas de glutation hepatico descienden por debajo de un 30 %, se pierde el
equilibrio y el NAPQI libre intoxica al hepatocito mediante un enlace covalente al
locus neutrofilico de determinadas proteinas intracelulares, como consecuencia

puede ocurrir la muerte celular(27).

Es logico comprender que el uso continuo de paracetamol o una sobredosis, pueden
ocasionar hepatotoxicidad y nefropatia, debidas a la produccion de un metabolito
oxidativo en el higado y el rifidén, que puede llevar a la muerte celular al unirse con
proteinas que contengan azufre. La toxicidad hepatica puede reducirse mediante la
administracion de N-acetilcisteina, pero esta “antidoto” no ayuda con el rinén(18). La
toxicidad se incrementa cuando estan de por medio inductores del citocromo P450,
con farmacos que compiten en la conjugacion del paracetamol los cuales van a
favorecer la formacion del metabolitos toxicos, sobre todo cuando estan reducidas

las reservas de glutation, es el caso del alcoholismo y la malnutricion(28).

La toxicidad hepética medicamentosa se define como el dafio producido por un
xenobidtico al higado, alterando su funcion. La importancia de reconocer este cuadro
radica en su potencial morbimortalidad, pudiendo en algunos casos llegar a una
hepatitis fulminante; constituyendo este efecto adverso la primera causa de retiro de
medicamentos del mercado por parte de la industria farmacéutica (27). La toxicidad
hepética inducida por paracetamol puede determinarse de acuerdo a los criterios
establecidos por el Centro de Evaluacion e Investigaciéon de Medicamentos de la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA) y la Asociacion
Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas(28,29). Dichos criterios
son como siguen: elevacion de las transaminasas mas de tres veces por encima de
su limite superior normal y dos veces en el caso de la fosfatasa alcalina, no asociado
a sintomas; elevacion mas de tres veces el limite superior normal de las
transaminasas, asociado a sintomas; elevacion mayor de cinco veces el limite
superior normal de las transaminasas con o sin sintomas y el incremento de las

bilirrubinas méas de dos veces el valor normal(28).
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El boldo es un arbol verde, que crece en los Andes de Chile, Argentina y sierra sur
del Per(; el cual ha sido utilizado tradicionalmente como hepatoprotector. Este
alcanza la altura de hasta 30 m y tiene un didmetro superior a 1 m, corteza delgada y
rugosa de color pardo. Posee flores blanquecinas de 7 pétalos y son unisexuadas,
posee ademas frutos de pequefio tamafio, color verde y sabor dulce, hojas opuestas
de forma ovalado-elipticas, haz de color verde oscuro, de textura aspera al tacto,
envés glauco y piloso y nervadura muy notoria, su clasificacion taxondomica
corresponde a divisibn magnoliophyta, clase magnoliopsida, subclase magnolidiae,
orden laurales, familia mionimiaceae, género peumus y especie Peumus boldus
molina(30).

Los procesos quimicos y los estudios han permitido aislar hasta 20 alcaloides, los
principios activos de las hojas del boldo, destacandose entre ellos la boldina,
contiene aceite esencial, flavonoides y taninos. Estas sustancias proporcionan la
accion digestiva y protectora hepatica (31). La boldina confiere el aroma y la esencia
a la planta y es responsable del sabor amargo de la planta, e incluso se puede
trasmitir a la orina cuando se ingiere durante un tiempo prolongado; y es a ella a la
que se le atribuyen propiedades hepatoprotectoras, antioxidantes, antiespasmadicas,
sedativas, reguladoras de la funcion hepatica y antimicrobianas. Este compuesto
posee la siguiente estructura principal: (S) - 2,9-dihydroxy - 1, 10 -

dimethoxyaporphine(32—-34).

El consumo de boldo estimula la produccién de bilis y su salida hacia el intestino, lo
cual favorece la digestion y combate los sintomas derivados de un mal
funcionamiento del higado o de la vesicula. Es conveniente que su utilizacién no
supere las 4 semanas, pues se han observado casos de intoxicacion. Ademas el
boldo es capaz de estimular los sistemas de detoxificacion hepatica como los
sistemas enzimaticos de catalasa y superoxido desmutasa. Aunque existe evidencia
de los efectos benéficos de esta planta, no es recomendable su utilizacion en el
embarazo y la lactancia debido a que no existe evidencia que sugiera que produzca
enfermedades en el lactante ni abortos espontaneos. Asimismo, algunos reportes

han sugerido un efecto neurotdxico asociado al consumo de boldo(35,36).
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Paracetamol
Farmaco para—aminofendlico derivado de la anilina que posee propiedades
analgésicas y antipiréticas pero a diferencia de la aspirina no tiene actividad

antiinflamatoria periférica ni es capaz de afectar la funcién plaquetaria(25,27).

Boldo

Es un arbol de las monimiaceas, nativo de América del Sur; sus hojas poseen un
fuerte aroma vegetal, los cuales han sido utilizados tradicionalmente como
hepatoprotector. Dentro de sus principios activos destaca la boldina, el cual le
confiere dicho efecto(25,27).

Tratamiento hepatoprotector
Tratamiento con una sustancia con la capacidad de proteger al higado bloqueando

algunos agentes hepatotéxicos, mejorando el funcionalismo de la célula hepética
(37-39).

Efecto hepatoprotector
Es la consecuencia o resultado de proteger al higado luego de la administracién de

un determinado tratamiento que contiene sustancias que propician este
efecto(12,21).

Hepatotoxicidad
Es el desarrollo de un trastorno que afecta a la funcién o estructura de cualquier
componente anatdomico del higado, el mismo que puede ser atribuido a la ingesta de

algun agente, compuesto quimico u organico, usualmente el efecto se relaciona de

forma directa con el tiempo de dicha exposicion(20,24,25).

Efecto

Es la capacidad de alcanzar el efecto que espera o se desea en una enfermedad tras

la aplicacion o administracion de un determinado medicamento(39,40).
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Por todo lo anterior se formula el siguiente problema:

1.4. Formulacién del Problema

Por lo anterior se formula el siguiente problema:

¢Posee el Peumus boldus “boldo” efecto hepatoprotector en la hepatotoxicidad

inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus?

1.5. Justificacién

La toxicidad hepatica inducida por farmacos es un problema de salud publica a nivel
mundial y nacional cuya incidencia se ha incrementado debido a la automedicacién y
el uso indiscriminado, siendo en mayor porcentaje por el paracetamol(7). La falta de
estudios locales, regionales y la escasez y antigledad de estudios nacionales, asi
como la percepcion que existiria un sub registro de casos asociados a reportes sobre
uso indiscriminado del paracetamol nos motivd a realizar la presente

investigacién(17,18).

La medicina alternativa complementaria posee ciertos beneficios frente a la medicina
convencional. Es asi que el Peumus boldus “boldo” debido a las propiedades que
posee es usado como tratamiento en la hepatotoxicidad, gracias a su bajo costo,
bajo riesgo si es utilizada adecuadamente, al no generar dependencia, resistencia y
al ser mas aceptable por la poblacibn. Ademas posee una vision holistica,
humanitaria e individualizada del paciente, y mejor efecto terapéutico y paliativo en

enfermedades cronicas y terminales(13).

Mas del 80 % de la poblacién mundial utiliza preparaciones botanicas como medicina
tradicional, dentro de éstas el Peumus boldus(13). Sin embargo, ello se hace sin
conocer las bases cientificas de las propiedades de estas plantas y en muchos casos
sin que existan estudios cientificos al respecto(4l). De ser satisfactorios los
resultados de esta investigacion, pensamos que servirian de base para la realizacion
de otros trabajos de esta indole buscando eventualmente hacer ingresar al Peumus
boldus dentro del programa de salud para prevencion del dafio hepatico, hecho que

se facilitaria ya que existe gran disponibilidad en nuestro pais. Es por ello que esta
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investigacion pretende generar evidencia cientifica para la utilizacion de ésta planta

medicinal accesible a todos los estratos de la poblacion peruana.

1.6. Hipotesis
El Peumus boldus posee efecto hepatoprotector en la toxicidad hepatica inducida por

paracetamol en Rattus rattus var albinus.

1.7. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

- Determinar el efecto hepatoprotector del Peumus boldus en hepatotoxicidad
inducida por paracetamol en Rattus rattus var albinus.

1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar la funcién hepatica en Rattus rattus var albinus antes y después de la

administracion de paracetamol y boldo.

- Determinar la funcién hepética en Rattus rattus var albinus antes y después de la

administracion de paracetamol.

- Describir la histologia hepatica en Rattus rattus después de la administracion de

paracetamol.

- Describir la histologia hepética en Rattus rattus después de la administracion de

paracetamol y boldo.

- Comparar la funcién hepética e histolégica de ambos grupos de estudio.
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II. METODO

2.1. Variables

- Variable Independiente: Tratamiento hepatoprotector

- Variable dependiente: Efecto del tratamiento hepatoprotector

2.2. Operacionalizacion de variables

: Definicién Definicién : Escala de
Variable ) Indicadores ey
conceptual operacional medicion
Se estudiaran 2
grupos:
Tratamiento Grupo A: Se
con una considerara
sustancia con 200mg/kg de
la capacidad de paracetamol,
proteger al administrada
(Independiente) higado dlarlamgpte por o
: bloqueando canulacién gastrica. . Cualitativa
Tratamiento Si/ No .
Hepatoprotector algunos Nominal
agentes Grupo B: Se
hepatotdxicos,  considerara
mejorando el 200mg/kg de
funcionalismo Peumus boldus por
de la célula canulacion gastrica
hepatica (8,12). y una hora después
200mg/kg de
paracetamol
diariamente.
Esla
consecuencia o
resultado de
proteger al El efecto
higado luego hepatoprotector
(Dependiente) de la consistira en
b administracibn  hallazgos de . Cualitativa
Efecto . Si/No )
de un normalidad Nominal
Hepatoprotector . ) P
determinado bioquimica e

tratamiento que
contiene
sustancias que
propician este
efecto (8,12).

histolégica al
finalizar el estudio.
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2.3. Tipo de estudio
Por la naturaleza de los datos es cuantitativa, por el grado de abstraccion es basica,
por el nivel de andlisis es explicativa, por la manipulacion de variables es

experimental.

2.4. Disefio de investigacion

Es un estudio de tipo experimental, disefio de 2 casillas con pre-prueba y post-

prueba.

Disefio especifico

G, 0, X, 0,
\ A ' J
I\\‘-\ -~ -, e =)
™,
G, /," 0y X O,

Donde:

- G1ly G2: Rattus rattus var albinus.

- X1: Tratamiento con paracetamol.

- X2: Tratamiento con paracetamol y boldo.

- O1y Og3: Perfil hepatico bioquimico antes del tratamiento.

- 02y O4: Perfil hepatico bioquimico e histoldgico al finalizar el tratamiento.
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2.5. Poblaciéon y muestra

2.5.1. Poblacién

Estuvo constituida por 16 ratas albinas adultas, procedentes del bioterio de ciencias
biologicas de la Universidad Agraria la Molina. Se dividen en 2 grupos: 8 de ellas
pertenecen al grupo que recibe solo paracetamol y 8 ratas que reciben boldo mas

paracetamol.

Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusién

- Rattus rattus var albinus cuyo peso oscila entre 200-300gr, con 3 a 4 meses de
edad.

- Rattus rattus var albinus de la misma especie y/o subespecie.

Criterios de exclusion

- Rattus rattus var albinus con alguna enfermedad evidente.

2.5.2. Muestra

El tamafio de muestra esta en funcién de las caracteristicas del estudio, para ser
medido cuantitativamente mediante analisis de medias. Se empled la féormula que se
muestra en el anexo 9 (42,43). Para cada espécimen de Rattus rattus var albinus se

asigné aleatoriamente un individuo de control.

Se obtuvo una muestra de 16 ratas 8 ratas por cada grupo, ademas la seleccion del
tratamiento que recibiran cada uno se realizard en forma aleatoria. Finalmente el

tamafio de muestra estuvo constituida por 16 ratas albinas adultas las cuales fueron
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distribuidas en 2 grupos de estudio, seleccionados aleatoriamente del bioterio de
ciencias biolégicas de la Universidad Agraria la Molina.

Unidad de analisis

Rattus rattus var albinus que cumplié con los criterios de seleccion.

2.6. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, validez y confiabilidad

La técnica es la observacion directa de los hechos mediante la experimentacion con

animales.

Los animales fueron colocados en jaulas individuales de acero inoxidable en un el
Laboratorio de Fisiologia de La Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad

Cesar Vallejo.

Los animales tendran un periodo de aclimatacion de 7 dias, con ciclos alternados de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, en un ambiente estandar de temperatura
(22+-2°C) y humedad constantes (55 +-5%). Estos rangos seran mantenidos
mediante la utilizacion de un termostato conectado a un calefactor en el caso de la
temperatura y una bola seca en el caso de la humedad relativa. Ambos parametros

seran controlados utilizando un higrotermémetro.

Se alimentard a las ratas con 20 gramos de ratina al dia (dieta normocalérica y
normoproteica) y agua ad libitum. Posteriormente los animales seran divididos en 2

grupos homogéneos y equitativos de manera aleatoria.

Posteriormente los animales seran divididos en 2 grupos homogéneos y equitativos

de manera aleatoria.

Antes del experimento, se pesara y obtendrda una muestra arterial por puncién
cardiaca de cada rata para los analisis basales de enzimas hepaticas TGO, TGP,
GGT, FA, bilirrubinas totales y fraccionadas; y proteinas totales y fraccionadas.

Los animales fueron tratados, diariamente por 5 dias, de acuerdo al siguiente

protocolo:Grupo A: Este grupo estuvo constituido por 8 ratas a las que se les
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administrara un dosis por canulacion gastrica diaria de acetaminofén (200
mg/kg).Grupo B: Este grupo estuvo constituido por 8 ratas a las que se les administro
una dosis por canulacién gastrica diaria extracto acuoso de hojas de Boldo (Peumus
boldus) 200 mg/kg y una hora después acetaminofén (200 mg/kg).

Al finalizar el experimento, se obtendra 1 ml de sangre arterial por puncion cardiaca
para el analisis control de enzimas hepaticas TGO, TGP, GGT, FA, bilirrubinas

totales y fraccionadas; y proteinas totales y fraccionadas.

Los animales seran sacrificados por el método de degollamiento y se obtendran los

higados intactos para analisis histopatoldgico.

Obtencion del extracto fluido de Peumus boldus, se detalla en el Anexo 1
Obtencién de muestra sanguinea y analisis bioquimico: detalle en el Anexo 2
Andlisis histolégico:

Luego de terminada la experimentacion, se sacrificara las ratas y se obtendran los
higados intactos, los cuales seran lavados en suero fisiologico y se realizara el
examen macroscopico siguiendo los siguientes parametros: Color: Cada higado sera
descrito de acuerdo a las caracteristicas que presente (rojo vinoso, rojo palido,
moteado o moteado con areas azul violetas). Tamafio: Se medira el largo y ancho de
cada higado en centimetros. Peso: Se pesarda cada higado en una balanza
electronica, previamente calibrada. Aspecto: Se observara el aspecto que presente

cada higado (no congestivo o congestivo).

Se realizaron cortes de 0,5 x 1,0 cm de espesor y se coloraron 4 pedazos de cada
higado, en casetes individuales y seran conservados en formol neutro por 48 horas.
Posteriormente, éstos se deshidrataran, embeberan en parafina y se colorearan con
Hematoxilina-eosina (HE) para su estudio histolégico. Para esta ultima fase de dicho
proceso se contara con la ayuda de un personal experto en corte y tincion de tejidos

de la Universidad Cesar Vallejo.

Se obtendra 1 lamina representativa de cada higado y se observaran 10 campos de

cada lamina mediante el microscopio de luz a 400x. Las laminas seran observadas
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con ayuda y supervision de un médico Anidtomo Patdlogo experto y valoradas

utilizando una escala semi-cuantitativa, con los siguientes parametros:

- Nucleos picnaéticos y vacuolizacion perinucleolar.
- Congestion vascular sinusoidal y dilatacion sinusoidal.

- Numero de células de Kupffer activadas.

Cada uno de éstos parametros fue valorado de 0 a 3, como sigue: 0: ausente, 1:

leve, 2: moderado y 3: marcado.
Instrumento de recoleccion de la informaciéon

Para la presente investigacion se disefid la ficha de Recoleccion de Informacién que
se adjunta en el anexo 3, 4, 5, 6, 7, 8 el cual se ha validado mediante el juicio de
expertos de docentes del departamento de Fisiologia de la Facultad de Ciencias

Médicas de la Universidad César Vallejo.

2.7. Métodos de andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el paquete estadistico SPSS

version 23.

Estadigrafo descriptivo. Se presentara mediante medidas de tendencia central,

medidas de dispersion (desviacion estandar).

Estadigrafo analitico: Se utilizard en analisis para la diferencia de medias,
determinandose como significativas entre ambos tratamientos para un p<0,05 y

altamente significativos para un valor p<0,01.

2.8. Aspectos éticos

Se aplicaron las sugerencias de la guia de manejo de animales de laboratorio de los
animales utilizados en experimentos. Esta 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 a los ratones. Los métodos de

sacrificio evitaran el dolor, sufrimiento y angustia innecesaria de los animales.
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Estipula también que solo personas capacitadas realizaran el sacrificio de los
animales (44).
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II.LRESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados en tablas.

Tabla 1. Efecto hepatoprotector de Peumus boldus en la hepatotoxicidad inducida
por paracetamol en Rattus rattus Var Albinus.

TGO Antes TGO Después o _
_ _ Significancia
X+S, X+S,

TGO

Paracetamol 148,3+37,3 174,1+46,3 0,001

Boldo + Paracetamol 149,1+18,6 132,0£30,0 0,002
TGP

Paracetamol 54,00+11,90 63,78+10,99 0,95

Boldo + Paracetamol 61,00+15,29 55,00+17,16 0,37
Bilirrubinas Totales

Paracetamol 0,42+0,20 0,32+0,1 0,12

Boldo + Paracetamol 0,32+0,02 0,29+0,1 0,75
Bilirrubina Directa

Paracetamol 0,11+0,05 0,15+0,04 0,147

Boldo + Paracetamol 0,10+0,04 0,14+0,05 0,171
Bilirrubina Indirecta

Paracetamol 0,31+0,16 0,18+0,08 0,01

Boldo + Paracetamol 0,21+£0,04 0,16+0,13 0,29
Fosfatasa Alcalina

Paracetamol 33,11+17,02 153,78+54,84 0,00

Boldo + Paracetamol 39,75+7,15 82,88+24,99 0,01
GGT

Paracetamol 6,89+5,35 6,89+1,45 1,00

Boldo + Paracetamol 7,75%2,71 8,00+3,855 0,91
Proteinas Totales

Paracetamol 6,47+0,30 5,71+0,45 0,02

Boldo + Paracetamol 6,61+0,20 5,51+0,62 0,01
AlbUmina

Paracetamol 3,89+0,21 4,13+0,26 0,49

Boldo + Paracetamol 3,87+0,23 3,86+0,35 0,94
Globulina

Paracetamol 2,58+0,25 1,58+0,29 0,00

Boldo + Paracetamol 2,73+0,18 1,65+0,40 0,00

Fuente: Datos logrados durante la investigacion.
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Los resultados encuentran que TGO sufre una elevacion significativa en el grupo de
paracetamol, demostrando el efecto hepatotoxico del paracetamol, sin embargo en el
grupo de boldo mas paracetamol se existe un descenso significativo, atribuyéndose

al efecto hepatoprotector del boldo.

En relaciébn a la TGP los resultados no demuestran el efecto hepatotoxico del
paracetamol, tampoco se evidencia el efecto hepatoprotector de boldo, situacion
similar se encuentra en relacion a bilirrubinas totales, bilirrubina directa. En relacion
a la bilirrubina indirecta, los resultados muestran la hepatotoxicidad producida por el
paracetamol de forma significativa, y en el grupo de boldo mas paracetamol no se
evidencia diferencias entre antes y después lo cual demuestra el efecto protector de

boldo en la hepatotoxicidad por paracetamol.

En relacion a fosfatasa alcalina los resultados muestran una gran elevacion
significativa de esta enzima con uso del paracetamol, se puede asi mismo ver que el
grupo que uso boldo no presenta elevacion similar de la fosfatasa alcalina, lo que se

atribuye al uso de boldo.

En relacién de GGT las pruebas realizadas no muestran toxicidad de paracetamol ni

efecto protector de boldo, lo mismo sucede en relacién a la albumina.

La determinacién de proteinas totales disminuy6 con el uso de solo paracetamol, lo
mismo ocurri6 con el uso de boldo, en ambos casos se encontr6 diferencia

significativa. Lo mismo ocurrié en relacién a la globulina.
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Tabla 2. Peso en gramos de Rattus rattus var albinus antes y después de la
administracion de paracetamol y boldo.

Peso Antes Peso Después
Peso en gramos
X+5S, X+S, Significancia
Paracetamol 192,7+27,9 160,4+27,4 0,231
Boldo + Paracetamol 195,1+33.9 190,9+33,9 0,452

Fuente: Datos obtenidos durante la investigacion.

Los resultados muestran que la pérdida de peso al término del experimento es mayor
en el grupo que no utilizé el boldo, lo que puede de alguna forma significar que el
boldo protege de algun dafio (hepatotoxicidad) producida por paracetamol que puede
estar asociada a la pérdida de peso.
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Tabla 3. Peso, largo, ancho y altura del higado de Rattus rattus var albinus segun

grupo.
Paracetamol Boldo mas paracetamol
P valor
X =ts, i

Peso 6,18 + 0,75 532+0,78 0,037
Largo 40,56 + 6,82 41,50 £ 6,72 0,778
Ancho 30,11 + 4,68 27,38 + 4,44 0,235
Altura 9,56 * 3,00 8,00+ 1,19 0,181

Fuente: Datos logrados durante la investigacion.

El peso del higado al término del experimento fue mayor en el grupo de paracetamol,

no existe diferencia significativa para el largo ancho y altura entre el grupo

paracetamol y boldo mas paracetamol. Las longitudes de largo, ancho y altura no

presentaron diferencias entre los grupos de paracetamol y boldo mas paracetamol.
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Descripcién histolégica del tejido hepéatico.

El grupo boldo mas paracetamol present6é arquitectura hepatica normal a diferencia
del grupo paracetamol solo, en el que se observo marcada vacuolizacion perilobulillar
alterando la normal arquitectura del hepatocito, estuvo presente también la
congestion vacuolar y dilatacion sinusoidal. Estos por resultados se muestran en la
tabla 4.

Tabla 4. Descripcion histologica del tejido hepético segun grupo boldo mas

paracetamol y paracetamol solo.

Grupo
Hallazgo histopatolégico Hepatotoxicidad (Si) (No)
Paracetamol Paracetamol + Boldo
Nucleos picnoticos y 13/9 (Si) 3/9 (No)
vacuolizacién perinuclear
Congestion vascular
sinusoidal y dilatacion 16/9 (Si) 2/9 (No)
sinusoidal
Numero de células Kupffer 0/9 (No) 0/9 (No)
activadas
Score 3,2+1,22 0,56 +0,4

P valor para muestras independientes (p = 0,00)
Fuente: Datos logrados en la investigacion.

Los resultados segun parametros valorados muestran diferencias significativas entre
el grupo paracetamol solo y el grupo paracetamol mas boldo lo que demuestra el
efecto hepatoprotector de boldo en la hepatotoxicidad por paracetamol. Los
resultados del estudio anatomopatoldgico no reportaron ceélulas de Kupffer en
ninguno de los dos grupos. Los resultados muestran que en el grupo de

Paracetamol mas boldo no se presentd casos de hepatotoxicidad. En el grupo
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paracetamol se evidencio hepatotoxicidad. Estos resultados muestran el efecto

hepatoprotector del Peumus Boldus en la hepatotoxicidad por paracetamol.
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IV. DISCUSION

Al término del experimento se obtuvieron resultados de 16Rattus rattus var albinus 8

que recibieron solo paracetamol y 8 del grupo boldo mas paracetamol:

La tabla 1 muestra el efecto hepatoprotector de Peumus boldus al evitar la elevacién
de TGO y FA que si se produce en el grupo de paracetamol. Estudios publicados
como el de Veloz-Villacrés (8) concuerdan con los datos obtenidos en el presente
estudio, concluyendo que Peumus boldus tiene un efecto hepatoprotector frente al
dafio hepatico inducido por paracetamol, evitando la elevacion de TGO y TGP, su
estudio no dosifica la FA. Otro estudio publicado por Ochoa C (11) afirma que
Peumus boldus presenta un efecto hepatoprotector frente al dafio hepéatico causado
por paracetamol, reportando como pruebas la no elevacién de las transaminasas. El
estudio realizado por Yovera-Leyva (9) concluye reportando efecto hepatoprotector
dePeumus boldus, se indica que la hepatotoxicidad en el estudio de Yovera-Leyva
fue producido por rifampicina. Por su parte Olivares J L (10) también reporto efecto
protector dePeumus boldus, es importante aclarar que el dafio hepético en el estudio

de Olivares J L fue inducido por rifampicina.

La tabla 2 muestra que la pérdida de peso al término del experimento es mayor en el
grupo que no utilizé el boldo. Lo que indica un efecto protector de Peumus boldus en
relacion a la pérdida de peso. Esta informacion guarda relacion con el estudio de
Yovera-Leyva(19) quien reporto que el grupo de Peumus boldus, no presenté pérdida
de peso, aunque la accion de toxicidad hepética en este estudio fue producida por
isoniazida. Resultado similares encontré Olivares J L(20) aunque es pertinente

aclara que la hepatotoxicidad en este estudio fue producida por isoniazida.

La tabla 3 muestra que el peso del higado al término del experimento fue mayor en el
grupo de paracetamol. Existen estudios como el de Figuereido M et al (15) que pese
a no tratar sobre hepatotoxicidad por paracetamol, si ponen bien en claro el efecto
hepatoprotector de Peumus boldus en el higado de Rattus rattus var albinus pues
este autor realiza una hepatectomia parcial del 70% demostrando que en el grupo

experimento, aquellos que utilizaron extracto acuoso de Peumus boldus presentaron
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de forma significativa una mayor proliferacion de los hepatocito concluyendo que
Peumus boldus ejerce un efecto positivo en la regeneracion del higado, lo que hace

proponer un mecanismo probable de su efecto hepatoprotector.

La tabla 4 muestra a nivel histolégico la capacidad hepatoprotectora de Peumus
boldus mostrando un score de 3,2+1,22 en el grupo paracetamol vs 0,56+0,4
paracetamol mas boldo siendo el p < 0,0001. Estos resultados guardan relacién con
lo presentado por Leyva & Marianela (2015) aunque su estudio es sobre isoniazida
pero reporta alteraciones inflamatorias como vacuolizacion perinuclear, dilatacion
sinusoidal y nucleos picnoticos y células Kupffer activadas, que en nuestro estudio no
fueron reportadas. Mientras que en el grupo que se usé boldo, se observd leve
congestion vascular, no se hallé vacuolizacion perinuclear siendo la puntuacion score
mayor en el grupo de paracetamol que en el grupo que uso boldo como protector,

demostrando la actividad hepatoprotectora de Peumus boldus.

El estudio de Olivares J L (10) usando rifampicina, encontr6 en el grupo de
rifampicina lobulillos hepéticos con gran vacuolizacion intracitoplasmica, desarreglo
en la arquitectura del hepatocito, nudcleos picnéticos, congestion vacuolar de
sinusoides con dilatacion sinusoidal e incremento de las células Kupffer(20),
difiriendo en nuestro estudio en que no se encontraron células de Kupffer ni perdida
de la arquitectura nuclear. Cuando se utilizé el boldo, el estudio de Olivares J L (10)
presenta lobulillo hepatico con estructura conservada, congestion sinusoidal leve y
espacio porta normales, estos datos coinciden con los nuestros basicamente en la
frecuencia de los resultados, porque reportamos vacuolizacion perinuclear en 3 de 9
y congestion vascular sinusoidal y dilatacion sinusoidal en 2 de 9. Se afirma que el
estudio a nivel histolégico de Olivares JL (10) reporta efecto hepatoprotector de
Peumus boldus a la hepatotoxicidad producida por rifampicina asi como en el nuestro
Peumus boldus demostr6 efecto hepatoprotector a la hepatotoxicidad producida por

paracetamol.
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V. CONCLUSIONES

El estudio concluye afirmando que:

1.

El Peumus boldus posee efecto hepatoprotector en la toxicidad hepética inducida
por paracetamol en Rattus rattus var albinus.

La funcion hepatica de Rattus rattus var albinus antes de la administracion de
paracetamol fue normal y después de la administracion de paracetamol evidencio

hepatotoxicidad.

La funcion hepatica de Rattus rattus var albinus antes de la administracion de
paracetamol mas Peumus boldus fue normal y después de su administracion no

hubo variacién, evidenciando el efecto hepatoprotector de Peumus boldus.

La comparacion de ambos grupos demostroé el efecto hepatoprotector del Peumus
boldus en la hepatotoxicidad inducida por paracetamol.

La histopatologia después de la administracion de paracetamol evidencio la
hepatotoxicidad del paracetamol.

La histopatologia después de la administracion de paracetamol mas Peumus
boldus evidencio su efecto hepatoprotector en la hepatotoxicidad inducida por

paracetamol.
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VI. RECOMENDACIONES

1 Divulgar el presente estudio sobre la accion del paracetamol y su actividad toxica

del higado, asi como la accién hepatoprotectora de Peumus boldus.

2 Recomendar la observacion de valores de TGO es como buen indicador de la
hepatotoxicidad del paracetamol y de que uso de boldo durante la ingesta de

paracetamol evita la hepatotoxicidad.

3 Realizar un nuevo estudio que incluya los marcadores hepaticos que o fueron

significativos con una muestra mas grande.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO 1

Obtencion del extracto fluido del Peumus boldus “Boldo”

Recoleccién o adquisicion de las hojas boldo (Peumus boldus)
Se recolectara las hojas de boldo Peumus boldus de los proveedores de productos
naturales de la Region de la libertad; seguidamente se llevaran al laboratorio de

farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNT.

Seleccion
Se seleccionaron las hojas que reunan las condiciones de calidad, separando las

materias extranas.

Identificacion taxondmica

Se realizd en el Herbario Truxillensis de la UNT.

Lavado y secado
Se realizé para evitar cualquier tipo de alteracion que pueda afectar la composicion
de la droga vegetal. Las hojas lavadas y secadas se colocaron sobre papel kraft en

estufa a 40°C hasta obtener peso constante.

Molienda y tamizacion

Una vez seco las hojas de boldo (Peumus boldus), se procedera a su molienda en
mortero de acero hasta tamafio de particula adecuado. Las hojas pulverizado, se
tamizara (tamafo particula 5 mm), y se almacenara adecuadamente en frascos

ambar en un lugar sin humedad y luz directa, hasta su posterior utilizacion.

Elaboracién del extracto fluido de las hojas de Boldo (Peumus boldus) por el

método de Miranda y Cuellar.
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Procedimiento:
Se pesara 1000g de hojas de boldo (Peumus boldus) seca, triturada y tamizada, se
humedecera con alcohol de 70° GL, por 1h, tapado herméticamente para garantizar

una buena humectacion.

Después de la humectacion se ensambla el lixiviador colocando en su parte inferior
una capa fina de algodon o lana de vidrio humedecida con el menstruo, se colocara
la droga humectada en capas, presionando la misma de modo que no queden
espacios vacios. Después de compactar la droga dentro del lixiviador, en la parte
superior se colocara papel de filtro, arena lavada y tratada, luego se abrira la llave del
lixiviador y se vertera el menstruo por la parte superior lentamente y con cuidado en
cantidad apropiada para que la droga quede por completo cubierto de menstruo y un
exceso de alrededor de 1 cm de altura por encima de la misma. La llave del lixiviador
se cerrara cuando ya no exista burbujas, la pequefa cantidad de menstruo que gotea
se vertera al lixiviador por la parte superior. Tapar el adecuadamente el lixiviador y

macerar por 24 a 48 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, se procederda a lixiviar a una velocidad intermedia
obteniéndose 750 mL de extracto. En otro frasco colector se continuara recibiendo la
segunda fraccién del lixiviado mayor a 250 mL, concentrandose con ayuda rotavapor
hasta un volumen igual a 250 mL de extracto que reunido con la primera fraccién se
completen las 1000 mL. Este extracto se dejara reposar 20 dias a temperatura

Ambiente.

Después de transcurrido el tiempo, se filtrara y el liquido obtenido se envasara en
frascos de vidrio color ambar obteniéndose de esta manera el extracto fluido de

boldo (Peumus boldus), con una concentracion de 1gr/ml.
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ANEXO 2

Obtencion de muestra sanguinea y analisis bioquimico

Se obtendran muestras basales y finales de sangre arterial de cada rata mediante el
meétodo de puncién cardiaca para el andlisis de las enzimas hepaticas TGO, TGP,
GGT, FA, bilirrubinas totales y fraccionadas; y proteinas totales y fraccionadas, al
inicio y al final del experimento. Para lo que se contara con la ayuda de un personal
experto del Departamento de Fisiologia de la Universidad Cesar Vallejo.

Dicho procedimiento se realizar4 como sigue:

1. Se colocara un pedazo de algodon embebido en éter etilico dentro de un
recipiente.

2. Se introducira la cabeza del animal para anestesiarlo por unos segundos

3. Se colocara una jeringa con aguja N° 25 en la region precordial y se obtendra 1
ml de sangre arterial

4. La muestra sera colocada en un tubo seco sin heparina y seran analizadas

utilizando el analizador automatico y con kits reactivos.
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Registro de analisis bioquimicos del grupo paracetamol.

ANEXO 3

Grupo “A”

Grupo paracetamol

Cddigo de la rata

R1

R2

Rs

R4 Rs

Re

R7

Rs

Antes del tratamiento

TGO

TGP

BT

BD

Bl

FA

GGT

Proteinas totales

Albumina

Globulina

TGO

Después del tratamiento

TGP

BT

BD

Bl

FA

GGT

Proteinas totales

Albumina

Globulina




ANEXO 4

Registro de andalisis bioquimicos del grupo paracetamol mas Peumus boldus.

Grupo “B”

Grupo paracetamol + boldo

Cddigo de la rata

R1

R2

Rs

R4 Rs

Re

R7

Rs

Antes del tratamiento

TGO

TGP

BT

BD

Bl

FA

GGT

Proteinas totales

Albumina

Globulina

TGO

Después del tratamiento

TGP

BT

BD

Bl

FA

GGT

Proteinas totales

Albumina

Globulina
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ANEXO 5

Registro de la morfologia del higado en el grupo paracetamol.

Grupo paracetamol

Grupo “A” Cddigo de la rata
R1 R>2 Rs3 R4 Rs Re R7 Rs
\Q Color
| Tamaiio
S
g Peso
Aspecto

ANEXO 6

Registro de la morfologia del higado en el grupo paracetamol mas Peumus boldus.

Grupo paracetamol + boldo

Grupo “A” Caddigo de la rata
R1 R2 R3 R4 Rs Re R7 Rs
© Color
S| Tamario
S
g Peso
Aspecto
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ANEXO 7

Registro del peso de la rata antes del tratamiento.

Peso antes del

Cddigo de la rata

tratamiento R1 R2 R3 R4 Rs Re R7 Rs
9 Paracetamol
g Y Paracetamol

+ boldo
ANEXO 8
Registro del peso de la rata después del tratamiento.

Después del Cadigo de la rata

tratamiento Ri | R | Rs | R&« | Rs | Re | R7 | Rs
9 Paracetamol
2 Y Paracetamol
O + boldo
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ANEXO 9

Determinacién del tamarfio de muestra

Tamano de la muestra

2(Zo + Z3)?S?
n= d2

- Esta formula es para estudios que pretenden comparar 2 medias, donde:
- n=Son los individuos necesarios en cada uno de las muestras

- Za= 1,96; asumiendo un nivel de confianza del 95%

- Z» =0,84; asumiendo una potencia estadistica del 80%

- S2=114.32; segln Leyva M, realizado el 2015 en Peru(19).

Se obtuvo una muestra de 16 ratas 8 ratas por cada grupo, ademas la seleccién del
tratamiento que recibiran cada uno se realizara en forma aleatoria. Finalmente el
tamafio de muestra estuvo constituida por 16 ratas albinas adultas las cuales fueron
distribuidas en 2 grupos de estudio, estratificadas por somatometria, procedentes y
seleccionados aleatoriamente del bioterio de ciencias bioldgicas de la Universidad

Agraria la Molina.
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ANEXO 10
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