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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, con un nivel de
investigacion explicativo, enfoque cuantitativo, tuvo como objetivo demostrar el
efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis (Romero) en Rattus novergicus var. albinus con toxicidad inducida por
acrilamida. Se utiliz6 24 ratas hembras formando 4 grupos de trabajo: Grupo negativo
se proporciond alimentacion y agua ad libitum. Grupo positivo se indujo a
hepatotoxicidad con acrilamida 50mg/kg pc por via intra peritoneal en dosis Unica.
Grupos experimentales | y Il , se administro el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) por via orogastrica a dosis de 250 y 500mg/kg/pc
durante 7 dias, al quinto dia de la administracion del extracto , se indujo a
hepatotoxicidad con acrilamida 50mg/kg pc, se evalué el efecto hepatoprotector a
través de la disminucion de los niveles séricos de las enzimas Transaminasa Glutamico
Oxalacetato (GOT) , Transaminasa Glutamico Pirtvica (GPT) y fosfatasa alcalina
(ALP) al quinto y octavo dia de tratamiento, los resultados iniciales y finales obtenidos
para GOT y GPT fueron: grupo control negativo 21.2+1.29 UI/L y 19.4+3.1 UI/L,
16.2+3.4 UI/L y 14.5+2.3 UI/L, grupo control positivo 165.75+2.9 UI/L y 173.4+2.5
UI/L, 82.841.8 UI/L y 84.8+5.4 UI/L, experimental | 151.7+4.2 UI/L y 101.745.7
UI/L, 79.1+£7.1 Ul/Ly 42.2+1.3 UI/L, experimental 11 131.8+ 7.7 Ul/L y 47.£4.5 UI/L,
55.8+4.8 UI/L y 32.246.7 UI/L , para fosfatasa alcalina : Grupo control negativo
20.9+4.1 Ul/L y 18.8+6.3 UI/L, control positivo 88.9+10.4 UI/L y 104.1+6.0UI/L ,
experimental | 101.7+4.2 UI/L y 42.3+3.9 UI/L , experimental Il 89.8+4.1 UI/L y
34.1+5.7 UI/L . Al aplicar la prueba ANOVA entre los grupos se encontrd que existe
diferencia significativa para GOT, GPT y fosfatasa alcalina (p<0.05). Se concluye que
el extracto hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus officinalis (ROMERO) tiene efecto
hepatoprotector en Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por

acrilamida.

Palabras clave: Efecto hepatoprotector, extracto hidroalcohdlico de las hojas de

fosfatasa alcalina, Rosmarinus Officinalis, transaminasas



ABSTRACT

The present research work was of experimental type, with a level of explanatory
research, quantitative approach, aimed to demonstrate the hepatoprotective effect of
the hydroalcoholic extract of the leaves of Rosmarinus officinalis (Romero) in Rattus
novergicus var. albinus with acrylamide-induced toxicity. 24 female rats were used,
forming 4 working groups: Negative group was provided with food and water ad
libitum. Positive group was induced to hepatotoxicity with acrylamide 50mg / kg bw
intraperitoneally in a single dose. Experimental groups | and I, the hydroalcoholic
extract of leaves of Rosmarinus officinalis (Romero) was administered by orogastric
route at doses of 250 and 500 mg / kg / pc for 7 days, on the fifth day of administration
of the extract, it was induced to hepatotoxicity with acrylamide 50mg / kg pc, the
hepatoprotective effect was evaluated by decreasing the serum levels of the enzymes
Glutamic Oxiracetate Transaminase (GOT), Pyruvic Glutamico Transaminase (GPT)
and alkaline phosphatase (ALP) on the fifth and eighth day of treatment, the initial and
final results obtained for GOT and GPT were: negative control group 21.2 +1.29 1U /
Land19.4+3.11U/L,16.2+3.41U/Land 14.5+2.31U/L, positive control group
165.75+291U/Land 1734 +251U/L, 828+ 181U /L and 84.8+5.41U /L,
experimental 1 151.7 +4.21U/Land 101.7 £5.71U/L,79.1+7.11U/Land 42.2 +
1.3 Ul /L, experimental 11 131.8 £ 7.7 Ul /Land47. +45Ul/L,558+48Ul/L
and 32.2 + 6.7 Ul / L, for alkaline phosphatase: Negative control group 20.9 + 4.1 1U
/L and 18.8 £ 6.3 IU / L, positive control 88.9 + 10.4 IU /L and 104.1 + 6.0Ul / L,
experimental 1 101.7 + 4.2 IU/ L and 42.3 +3.9 IU/ L, experimental 11 89.8 + 4.1 U
/Land 34.1£5.7 IU/ L. When applying the ANOVA test between the groups, it was
found that there is a significant difference for GOT, GPT and alkaline phosphatase (p
<0.05). It is concluded that the hydroalcoholic leaf extract of Rosmarinus officinalis
(ROMERO) has a hepatoprotective effect in Rattus norvegicus var. albinus with
acrylamide-induced hepatotoxicity.

Key words: Hepatoprotective effect, hydroalcoholic extract of the leaves of alkaline

phosphatase, Rosmarinus Officinalis, transaminases
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I. INTRODUCCION

Desde su origen, el hombre se sirvio de las plantas para cuidarse y prevenir
enfermedades. Con el paso del tiempo este conocimiento que es la medicina
tradicional, se desarroll6 y se transmitié verbalmente de generacion en generacion @,
La Fitoterapia constituye una alternativa farmacoldgica para resolver de manera
complementaria e integral las necesidades primarias de salud. Pero por consecuencia
del desarrollo de nuevos procesos quimicos de sintesis, se ha hecho improbable
explotar las potencialidades de un inmenso nimero de especies vegetales que, sin duda
alguna, encierran una amplia diversidad de compuestos quimicos desconocidos que

podrian llegar a tener un gran valor terapéutico @.

El higado es la glandula anexa méas importante del aparato digestivo, encargado de
metabolizar sustancias quimicas traidas por nuestros alimentos, bebidas,
medicamentos y entre otros. Es un organo susceptible a fendmenos de toxicidad
quimica debido principalmente a su funcion y localizacion anatémica La ingestion de
compuestos quimicos u organicos que implican dafios funcionales y/o estructurales al

higado provocan hepatotoxicidad o enfermedad hepética toxica inducida 2,

En el higado se producen una serie de reacciones de transaminacidn, pero las Unicas
transaminasas con valor clinico son dos: aspartatos aminotransferasa o transaminasa
glutamicooxalacética (AST o GOT) cuya vida media es de 48 horas y alanino-
aminotransferasa o transaminasa glutamico — pirtdvica (ALT o GPT) con una vida

media de 18 horas (.



Una de las principales enfermedades infecciosas en el mundo es la hepatitis C,
causante de cirrosis y hepatocarcinoma, fallo hepéatico y muerte, se estima que
actualmente existen alrededor de 177 millones de personas infectadas a nivel mundial,

lo que equivale a una prevalencia del 2,5% ©.

En el PerQ, la cirrosis hepética tiene una tasa de mortalidad de 9.48 por 100.000
habitantes y representa la quinta causa de muerte en general; la primera causa de
muerte dentro de las enfermedades hepaéticas, el segundo lugar entre las enfermedades
digestivas y es la segunda causa de muerte entre las defunciones registradas para el
grupo etareo de 20 a 64 afios ®. En La Libertad, la mortalidad debido a la cirrosis es

del 3.2%; siendo los departamentos con mayor incidencia Tacna, Piura y Loreto (.

La acrilamida es un compuesto que no se agrega a los alimentos, sino que se forma
como resultado de procesos de coccion con calor (mas de 120 °C). No es un
contaminante quimico hallado en algunas partidas defectuosas, ni originado por
inadecuados procesos productivos; se considera constituyente normal en productos
como papas, cereales, galletas, café y churros, entre otros alimentos, que son sometidos
a altas temperaturas ®. Por ello, la bisqueda de alternativas naturales de tratamiento
orientadas a proteger al higado de los efectos nocivos de hepatotdxicas que el hombre
puede ingerir o contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa

antirradicalicos @,

En los extractos obtenidos de plantas medicinales y dependiendo de sus caracteristicas
podemos encontrar diversos componentes activos como alcaloides, taninos,
compuestos fendlicos, esteroides y/o triterpenoides, flavonoides entre otros, siendo los

flavonoides al que se le atribuye propiedades antioxidantes por su capacidad de quelar



hierro, depurar radicales libres e inhibir enzimas oxidantes como lipooxigenasas,
ciclooxigenasas, xantina oxidasas, evitando de esta forma produccion de especies

reactivas de oxigeno®.

El romero es una planta rica en principios activos presenta accién sobre casi todos los
6rganos del cuerpo humano, por tener principios activos como los flavonoides, acidos
fendlicos y principios amargos, que generan un efecto como tonico y confortador sobre
el corazon, circulacion y sistema nervioso, ademas por ser antiespasmadico,

antiinflamatorio, hepatoprotector, carminativo, colérico, antiséptico, expectorante 9,

La presente investigacion se realizo con el propésito de encontrar un tratamiento para
la toxicidad hepatica debido a que se han reportado las causas comunes de hepatopatias
como son la infeccion por virus, de los cuales son conocidos cinco tipos de virus de
hepatitis A, B, C, D y E, otras causas son el consumo de alcohol en forma crénica, el
higado graso originado por sobrepeso u otras alteraciones como la diabetes mellitus,
aumento de colesterol en sangre (hipercolesterolemia), la obesidad, asi mismo la
hepatitis toxica originado principalmente por medicamentos y otra causa como la
cirrosis hepatica®. Se estima que la cirrosis hepatica en nuestro pais ocupa el quinto
lugar en las defunciones, el segundo lugar en patologias hepatobiliares y digestivas y

una de las primeras causas de consultas externas y hospitalizaciones ©.

Diversos estudios sugieren que el romero y sus subproductos pueden proporcionar
beneficios a la salud, previniendo algunas alteraciones fisioldégicas como el dafio
hepético (ocasionado por diversos factores como el alcoholismo, virus y el consumo
de algunos medicamentos), por lo cual es necesario aprovechar y potenciar los

beneficios que pueden brindar los compuestos bioactivos de esta planta Y. Los



estudios sobre la actividad farmacoldgica de los componentes del romero que se estan
llevando a cabo en la actualidad se dirigen mayoritariamente hacia los diterpenos
(especialmente el rosmanol), por el gran interés que suscitan sus propiedades
antioxidantes. . Por lo expuesto anteriormente en la investigacion se planteo la
siguiente pregunta: ;tendra efecto hepatoprotector el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Rosmarinus officinalis (ROMERO) en Rattus novergicus var. Albinus con

toxicidad inducida por acrilamida?

Objetivos de la investigacion:

Objetivo General:
» Demostrar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) en Rattus novergicus var. albinus con toxicidad

inducida por acrilamida.

Objetivos especificos

» Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohodlico de Rosmarinus
officinalis (Romero) en dosis de 250mg/kg/pc y 500mg/kg/pc sobre los niveles de
transaminasas séricas : glutdmico oxalacética (GOT) y transaminasa glutamico
piravica (GPT) en Rattus novergicus var. albinus con toxicidad inducida por
acrilamida.

» Determinar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) a través de los niveles de fosfatasa alcalina antes
y después del tratamiento en Rattus norvegicus var. albinus en hepatotoxicidad

inducida por acrilamida.



I1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

Daoud et al, en el afio 2018 en Siria, realizarén un estudio sobre el efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de romero sobre la toxicidad del hepatocito
inducida por amoxicilina en el hamster sirio, tuvo como objetivo evaluar las
propiedades hepatoprotectoras del extracto de romero acuoso frente a la
citotoxicidad inducida por amoxicilina en tejidos hepéticos de hamster sirio. El
estudio se realiz6 por un periodo de 6 semanas, recibieron diariamente extracto de
romero (220 mg / kg bw). El estudio bioquimico mostré un aumento significativo
en los niveles de ALT, AST, en los grupos controles en comparacion con los

especimenes que recibieron extractos de romero %

Essawy en el afio 2018 en la India publicaron una investigacion sobre el doble
efecto protector de los extractos de jengibre y romero contra la hepatotoxicidad
inducida por CCls en ratas El estudio tuvo como objetivo investigar el efecto
protector de los extractos acuosos de jengibre (GE) y romero (RE), tanto
individualmente como en combinacion, sobre la lesiébn hepatica inducida
por tetracloruro de carbono (CCls ) en ratas macho adultas. CCls indujo un aumento
significativo en las enzimas hepaticas, la bilirrubina, los triglicéridos y el colesterol
total, mientras que la proteina total, la albumina y la globulina disminuyeron
significativamente. Ademas, la actividad del citocromo P 450 (CYP) y los
marcadores de estrés oxidativo se encontrardn elevados con una disminucion
concomitante en la actividad de las enzimas antioxidantes en el tejido hepatico. La
suplementacion con extractos de jengibre o romero alivié efectivamente la mayor

parte de la CCls.Alteraciones inducidas cuando se administran por separado. La



investigacion histologica confirmé fuertemente el efecto altamente protector de los
dos extractos de plantas en los hepatocitos. Estos hallazgos sugieren que los
extractos de romero y jengibre son efectivos para mejorar tanto la funcién como la
estructura de los hepatocitos a través de su potente efecto antioxidante y sefialan la
posibilidad de utilizar una combinacion de ambos como una terapia complementaria

en las enfermedades hepaticas 4

Taher et al en el afio 2016 en Korea realizaron un estudio sobre la suplementacion
de hojas de romero (Rosmarinus officinalis) en polvo atenla el estrés oxidativo, la
inflamacion y la fibrosis en ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCls)
dividieron equitativamente ratas hembra Long Evans (10-12 semanas de edad) en
cuatro grupos diferentes, como control, control + romero, CCls y CCls + romero (6
ratas en cada grupo). En el transcurso del desarrollo de la disfuncidn hepaética, se
determinaron varios parametros de estrés oxidativo, aumento de las funciones
enzimaticas del marcador hepatico en ratas tratadas con CCls. Ademas, también se
realizaron evaluaciones histologicas en la seccion del higado para la infiltracion de
células inflamatorias y la fibrosis usando tincion con hematoxileno y eaosina y
tincion de lectura. La administracion de CCls aumento significativamente la
actividad de la alanina aminotransferasa (ALT), el aspartato aminotransferasa
(AST) y la fosfatasa alcalina (ALP) en plasma, que disminuyd con la
suplementacion de polvo de hojas de Rosmarinus officinalis. Rosmarinus officinalis
previno el aumento de la peroxidacion lipidica, el éxido nitrico y el Producto de
proteina oxidativa avanzada (AOPP) en plasma y tejidos hepaticos en ratas tratadas
con CCls. Los estudios histologicos también mostraron necrosis masiva,

inflamacion peri portal, deposicidn de hierro y fibrosis en el higado de ratas tratadas



con CCls que mejoraron aun mas con la suplementacion con polvo de Rosmarinus

officinalis ®)

2.2 BASES TEORICAS

2.2.1. Higado

Es la glandula que ocupa mayor espacio en el organismo humano, pesa entre 1500 y

1900 g., alrededor del tres por ciento del peso corporal de un adulto esta simbolizado

por el higado, recibe entre el 25 y 28% del flujo sanguineo y utiliza aproximadamente

el 20% de oxigeno total que necesita una persona (6,

a) Funciones del higado

Filtrar y depurar la sangre procedente del intestino. Producir bilis, la misma que se
encarga de; metabolizar colesterol y bilirrubina, absorber vitaminas liposolubles,
digerir grasa en el intestino, transporte a la mucosa intestinal de las
inmunoglobulinas A. Metabolizar proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y
minerales, convertir en grasa a las proteinas y carbohidratos. En el metabolismo de
los carbohidratos (produce glucosa a partir de galactosa y fructosa, almacena
glucdgeno); en el metabolismo de lipidos (gluconeogénesis, formacion de
fosfolipidos, lipoproteinas y colesterol); en el metabolismo de proteinas
(desaminacion de aminoacidos, produce Urea y suprime el amoniaco en liquidos
corporales, produccion de proteinas plasmaticas) ©.

Funcion de desintoxicacion. Las células de Kupffer presentes en el higado tienen
la capacidad de fagocitar bacterias, virus, parasitos y macromoléculas provenientes

del intestino el cual forman una barrera para las toxinas. Existen también en el



higado células PIT similares a linfocitos granulares y células asesinas las cuales
protegen contra 11 infecciones por virus. Por otro lado, participan en la formacion
de antigenos durante procesos de infeccién e inflamacion. 5. Produccion de
fibrindgeno, heparina y protrombina. ©.

b) Mecanismo Hepatico
Para que un xenobiotico se pueda eliminarse de nuestro organismo y no llegue a
alcanzar los niveles toxicos; necesita pasar por varios procesos la cual constituye
un mecanismo complejo que consta de varios pasos: absorcién, distribucidn,
metabolismo (biotransformacion) y excrecion ©.
La biotransformacion es de vital importancia ya que comienza desde el momento
que ingresa la sustancia toxica, la cual es rol principal del higado constituyendo
uno de los agentes determinantes del mecanismo hepatotoxicidad y
hepatocarcinogenicidad .
La biotransformacion ocurre en tres fases: Fase | de funcionalizacion; fase Il de
conjugacion, y fase I11 de transporte y excrecion ),
La fase I: abarca la oxidacion, reduccion, e hidrolisis de los xenobiéticos @)
La fase Il se localizan principalmente en el citosol encargada de la conjugacion
de enlaces covalentes con las sustancias absorbidas, catalizadas por un conjunto de
enzimas, y comprenden la glucoronidacion, la sulfatacion, la acetilacion, la
metilacion, la conjugacion con glutation y la conjugacion con aminodacidos tales
como glicina, taurina. Estas reacciones aumentan la hidréfila del xenobidtico a
de la metilacion y la acetilacién que aumentan la liposolubilidad y disminuyen la

actividad farmacologica y toxica de los xenobioticos, pero a veces es mas facil de



excretar y eliminar, la sulfatacion activa aminas aromaticas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos produciendo metabolitos carcindgenos .

Fase Ill: Esta fase se introdujo hace poco tiempo, constituye el transporte o
excrecion de los productos originados en la fase 11 através de la membrana celular,
para su posterior eliminacion ©.

¢) PERFIL HEPATICO

Permiten saber si el higado esta funcionando perfectamente. También ayuda a
diagnosticar y estudiar la gravedad de cualquier lesion, inflamacion o infeccion

por la que pueda estar enfrentando este 6rgano @9,

Pruebas de lesion hepatica:

Transaminasas:

Son indicadores sensibles de la lesion de la célula hepatica; y son las mas Utiles
para detectar enfermedades hepatocelulares agudas, como la hepatitis. Estas son la
aminotransferasa de aspartato (AST), y la aminotransferasa de alanina (ALT) @7,
Aspartato-Aminotransferasa (AST): La enzima aspartato-aminotransferasa
(AST) se encuentra ampliamente distribuida en los tejidos del organismo,
principalmente en el tejido hepatico, cardiaco, muscular y renal. Los niveles
séricos de la enzima aumentan en caso de enfermedades que afectan estos tejidos.
Asimismo, las afecciones hepatobiliares tales como la cirrosis, el carcinoma
metastasico y la hepatitis viral producen niveles séricos elevados de AST @9,
Alanina Aminotransferasa (ALT): La ALT se encuentra especialmente en el

higado, razon por la cual su actividad se determina en el diagndstico de



hepatopatias. Concentraciones séricas elevadas de ALT acompafian la hepatitis, la
cirrosis, la ictericia obstructiva, la hepatocarcinoma y el alcoholismo @9,
Fosfatasa alcalina: En enfermedades hepéticas se eleva cuando la excrecion se

encuentra debilitada como resultado de la obstruccién del tracto biliar 9.

2.2.2. Acrilamida:

La acrilamida o 2-propenamida es un solido cristalino incoloro, inodoro y altamente

soluble en agua @.

% Mecanismo de Formacion de acrilamida

Durante el calentamiento de los alimentos, los azucares reductores reaccionan
con aminoacidos iniciando una cascada de eventos quimicos que conducen al
pardeamiento de alimentos, conocido como la reaccion de Maillard. EI grupo
libre alfa-amino de la asparagina reacciona con un azucar fuente de grupo
carbonilo, formando una base de Schiff. Bajo calor, la base Schiff se descarboxila
(facilitado por la descolocacion de la carga negativa, que permite la formacion de
la base de Schiff), formando un producto que puede reaccionar por dos vias @Y.
Se puede hidrolizar para formar 3-aminopropionamida que se puede degradar
mas aun, via la eliminacién del amoniaco para formar la acrilamida cuando se
somete a calor. Alternativamente, la base descarboxilada de Schiff puede
descomponerse directamente para formar acrilamida via la eliminacién de una

imina @b,

10



¢+ Absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién de la acrilamida

Al estudiar la farmacocinética de la acrilamida se determind que se absorbe por
todas las rutas de exposicion, siendo la via oral la mas rapida y completa en todas
las especies. En estudios con ratas de laboratorio se ha determinado que la
acrilamida se distribuye por todos los tejidos, puede atravesar la barrera
placentaria e Incluso puede estar presente en la leche materna. Su metabolismo
se lleva a cabo por dos mecanismos principales: por oxidacion, mediante la
accion del citocromo P450, que da lugar al metabolito glicidamida y por
conjugacion con glutation, catalizada por la enzima glutation-S-transferasa
(GTS), para finalmente ser excretada como &cido mercapturico en la orina ¢2).

La glicidamida, es un epoxido al cual se le han atribuido mayores propiedades
carcinogénicas y genotdxicas que a la acrilamida misma, sin embargo, el
potencial neurotoxico se debe principalmente a la acrilamida y a los aductos
formados con la hemoglobina. La vida media de eliminacion de ambos
compuestos es de 2 horas en ratas, pero se estima que un porcentaje es retenido

en los tejidos permaneciendo ahi durante semanas o hasta meses 2,

2.2.3. Romero

Es de origen Mediterraneo y su nombre deriva de la palabra griega “rhops myrinos”
cuya traduccion es arbusto aromatico, conocido en oficina farmacéutica debido a que

crece en las costas y es usado en preparados farmacéuticos .
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A. Taxonomia @¥

Reino :Vegetal

Subreino:tracheobionta

Division :Magnoliophyta

Clase :Magnoliopsida

Orden :Lamiales

Familia :Lamiaceae

Sub familia :Nepetoideae

Género :Rosmarinus

Especie: Officinalis

B. Descripcion Botanica

Es un arbusto que puede llegar a medir hasta dos metros de altura, posee hojas
opuestas, lineales aproximadamente mide 3 cm de largo y un borde muy arrollado;
coriaceas y pubescencia blanquecina o grisaceo, con tallos prismaticos, lefiosos y
ramificados tiene forma de espiga de color verde brillante. Sus flores estan
caracterizadas por el color azul claro, posee 5 mm de largo, en su parte axilar posee
las flores muy aromaticas, estas floreces dos veces al afio en otofio y primavera. .
C. Composicion Quimica

El arbol contiene variadas mezclas quimicas, que se encuentran conglomerados de
manera general de la siguiente manera: compuestos fendlicos, aceites esenciales,
compuestos flavonoides, ademas de cidos y alcoholes triterpénicos ¢®

Se reporta la presencia de aceites esenciales como el alfa y beta pineno, moléculas
terpénicas (linalol, isobanil-acetato, 1,8-cineol, canfeno, 3octanona, alcanfor, -

cariofileno, verbinol, rosmanol, isorosmanol, terpineol, carnosol) algunos acidos
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(vanilico, caféico, rosmarinico, betulinico, clorogénico, butilinico, ursélico,
carnosico). Para el caso de las hojas el metabolito mas abundante en cantidad es el
acido rosmarinico, también se hallan el cido carndsico cuya caracteristica principal
es la de ser inestable %),

D. Actividad Terapéutica

R. officinalis es digestivo, con efecto carminativo y actividad antiespasmddica,
poseen actividades protectoras hepaticas colagogas y coleréticas, El efecto
favorable del romero producido sobre la digestion se debe a que sus mecanismos
de accion actuan de diversas formas. Por ejemplo, aumentar la secrecion de los
acidos gastricos. Suele relajar la musculatura lisa intestinal, genera la produccion
de probables espasmos y estimula las secreciones esto se produce por el
relajamiento del esfinter cardias, la propiedad colagoga y carminativaa, se deben a
que el esfinter de Oddi se distiende ?®. Ademas, tiene efectos sobre la diuresis, es
antiulcerogénico, antiinflamatorio y un alto contenido de antioxidantes %),

La actividad antiinflamatoria de los metabolitos activos de R. officinnalis identifica
al acido rosmarinico como el responsable del incremento de la produccion de
mediadores como la PG tipo E2 asi como la disminucion de la formacion de
leucotrieno Asimismo se ha observado que este acido fenolico inhibe el sistema del
complemento. Por esta razon su uso podria ser Util en el tratamiento o la prevencion
de diversas afecciones inflamatorias. También se ha demostrado en ratas que el
extracto hidroalcohdlico de la planta tiene una actividad 30 anti ulcerosa, efecto que

algunos investigadores atribuyen a los componentes antioxidantes que contiene 9,
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I11. HIPOTESIS

Hipotesis afirmativa (Hi): El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis (Romero) tiene efecto hepatoprotector sobre la toxicidad inducida por

acrilamida en Rattus norvergicus (var. albinus).

Hipdtesis Negativa (HO): El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus

officinalis (Romero) no tiene efecto hepatoprotector sobre la toxicidad inducida por

acrilamida en Rattus norvergicus (var. albinus).
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion:
La presente es una investigacion de tipo experimental, ya que se realiza: la evaluacion,
manipulacién, control y aleatorizacion de las variables de acuerdo con los objetivos de
la investigacion, con el fin de investigar las posibles relaciones causa-efecto; Con un
nivel de investigacion explicativo.
La distribucién de los animales de experimentacion sera aleatoriamente, en cuatro

grupos, como se detalla:

Grupo control negativo (C-N): Estuvo conformado por 6 ratas; a este grupo solo se
administr6 agua ad libitum y comida balanceada por 7 dias; el 5% dia se realizé la
técnica de puncion cardiaca para obtener niveles basales en suero de Transaminasa
séricas : Glutamico Oxalacética (GOT), Glutamico Piravica (GPT) y fosfatasa alcalina
y el octavo dia se realizd puncion cardiaca para obtener los valores finales en suero de
Transaminasa Glutamico Oxalacética (GOT), Transaminasa Glutdmico Piravica

(GPT) y fosfatasa alcalina sérica

Grupo control positivo (C-P): Estuvo conformado por 6 ratas; recibié comida
balanceada y agua ad libitum, el 5° dia se indujo a hepatotoxicidad con acrilamida
50mg/kg pc por via intraperitoneal, después de 12 horas de induccién se realizd
puncién cardiaca para evaluar la concentracion basal de Transaminasas Glutamico
oxalacética (GOT), Glutamico Piravica (GPT) y fosfatasa alcalina y el 8° dia se volvio

a realizar puncién cardiaca para obtener la medida final de dafio causado.
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Grupo experimental 1: Estuvo conformado por 6 ratas, se les administré agua Ad
libitum, comida balanceada y extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis. Se administrd el extracto hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus
officinalis en dosis de 250mg/kg pc/dia a través de una sonda por via orogéastrica por
7 dias; al quinto dia de administracion de extracto se indujo a hepatotoxicidad por via
intraperitoneal con acrilamida en dosis de 50mg/kg pc como dosis Unica después de
12 horas se realiz6 la técnica de puncion cardiaca donde se extrajo sangre para medir
en suero los niveles de dafio hepatico a través de los valores de Transaminasas sérica
: Glutdmico oxalacética(GOT), Glutamico Pirtvica (GPT) y fosfatasa alcalina sérica
siendo estos los valores basales del dafo hepatico, el octavo dia se volvio a realizar
puncion cardiaca para obtener los valores finales que me ayudan a determinar mediante
pruebas estadisticas el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Rosmarinus officinalis.

Grupo experimental 2: Estuvo conformado por 6 ratas, se les administré agua Ad
libitum, comida balanceada y extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis. Se administré el extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis en
dosis de 500mg/kg pc/dia a través de una sonda por via orogastrica por 7 dias; al
quinto dia de administracion de extracto se indujo a hepatotoxicidad por via
intraperitoneal con acrilamida en dosis de 50mg/kg pc como dosis Unica, se obtuvo
muestras de sangre de cada espécimen de Rattus novergicus var. albinus por puncion
cardiaca 12 horas después de la induccidn con acrilamida y en el octavo dia se realiza
puncidn cardiaca para la evaluacion de la concentracion sérica de las transaminasas

GPT, GOT y fosfatasa alcalina.

16



4.2. poblacion y muestra:

Poblacion vegetal:

Formada por la especie vegetal Rosmarinus Officinalis (Romero) cultivada en la
ciudad de Huaraz, provincia Huaraz departamento Ancash, en los meses de agosto y

Setiembre.

Muestra vegetal

Se recolecté 2 kg. de hojas seleccionada y frescas de Rosmarinus officinalis, de la
ciudad de Huaraz, provincia Huaraz departamento Ancash, fueron seleccionados bajo

criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion y exclusion

a) Criterios de inclusion: Recoleccion de planta entera de un solo lugar en buen
estado.

b) Criterios de exclusion: hojas maltratadas.

Poblacién bioldgica:

Los animales de experimentacion que se utilizo son ratas hembras de la especie Rattus
novergicus de la cepa Sprague dawley, con peso promedio de 170 a 280g, fueron

adquiridas de la universidad Cayetano Heredia de la ciudad de Lima. (ver anexo 03).
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Muestra Biologica:

Estaba conformado por 24 Rattus novergicus var. albinus hembras de 170 a 280g.
fueron distribuidas de manera aleatoria en cuatro grupos con 6 ratas (grupo negtivo,
grupo positivo, grupo experimental 1 y grupo experimental Il. Los animales fueron
alojados en jaulas de crianza para su aclimatacién por una semana previa al
experimento, con libre acceso a agua ad libitum y comida balanceada, con 12 horas

luz/oscuridad.

Criterios de inclusion y exclusion

c) Criterios de inclusion: Rattus novergicus var. albinus sanos, Rattus novergicus
var. Albinus hembras.

d) Criterios de exclusion: Rattus novergicus var. Albinus enfermas
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Officinalis (Romero)

extraer sus metabolitos de
las hojas. Siendo
administrado segun Kg.
/peso del animal.

Grupo experimental 01:
250mg/kg de Rosmarinus
officinalis. + Acrilamida
50mg/kg/pc

Grupo experimental 02:
500mg/kg de Rosmarinus
officinalis. + Acrilamida
50mg/kg/pc

VARIABLES DEFINICION DISENO INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Independiente: Los extractos son preparados | Es efectuado con hojas | Grupo negativo, solo Variable cualitativa
Extracto por métodos apropiados usan | secas y molidas | comida.
hidroalcohdlico  de | alcohol para extraer las | agregando cierta cantidad nominal
las hojas de | sustancias, o las propiedades, | de alcohol se colocaenun | Grupo positivo,
Rosmarinus de las plantas. recipiente a fuego para | acrilamida 50mg/kg/pc

Dependiente: Efecto
hepatoprotector en
Rattus  Norvegicus
(Variedad Albinus).
Con Toxicidad
inducida por
acrilamida.

El efecto hepatoprotector esta
formado por sustancias muy
variadas desde el punto de
vista estructural con la Unica
finalidad de estimular Ila
regeneracion celular a nivel
del higado.

El efecto hepatoprotector
esta  relacionado la
cuantificacion de enzimas
hepéaticas segun kit de
enzimas transaminasas:
GOT, GTP y fosfatasa
alcalina en suero.

Cuantificacion de
transaminasas:

GOT: Ul/L, GPT: UI/L,
y fosfatasa alcalina UI/L

Variable cuantitativa de

razon
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

4.41. técnicas

Recoleccién e identificacion de Rosmarinus officinilis.

Rosmarinus Officinalis (Romero) fue recolectada de la ciudad de Huaraz, provincia
Huaraz departamento Ancash, en los meses de agosto y Setiembre 2018. Se recolectd

la planta entera (hojas, tallos, flores) (ver anexo 01).

Posteriormente se recolecto tres ramas seleccionas de la planta conteniendo hojas y
flores para la identificacion taxondmica en el Herbarium Truxillense (HUT) la muestra
vegetal fue certificada por el Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo y esta

almacenada bajo el siguiente codigo 59546. (ver anexo 02).

Obtencidon del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus Officinalis (romero),

segun el método reportado por Wu et al

Se recolectd 2 kg. de hojas seleccionada y frescas de Rosmarinus officinalis, estas
fueron lavadas con agua corriente y con agua destilada posteriormente las hojas fueron
secadas bajo sombra a temperatura ambiente sobre papel Kraft hasta sequedad por 10

dias, posteriormente se realizd la molienda y su respectiva preparacion del extracto.

Para la preparacion del extracto hidroalcohdlico se pesé 500g. de hojas de Rosmarinus
officinalis molido se colocé en una olla con 3 litros de alcohol de 96 °c a una
temperatura de 60°c por 2 horas para la extraccion de sus metabolitos. Luego se filtré
al vacio, con papel de filtro Whatman N.° 1 y el residuo nuevamente se colocé en una
olla con 1 litro de alcohol de 96°c por 30 minutos, nuevamente se filtrd, posteriormente

se unid los filtrados, se agreg6 50g carbdn activado por 24h. Luego se filtra,
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obteniendo un volumen de 325 ml. Agregando 542 ml de agua destilada. A
continuacion, el extracto hidroalcohdlico se concentr6 en un rotavapor (Heidolph WB
2000) a presion reducida y temperatura controlada, no mayor a 45° C. finalmente se
coloco en capsulas de porcelana y se llevo a secar a la estufa a 40° C. obteniendo 10g.
de extracto seco de Rosmarinus Officinalis. Se coloco en un frasco &mbar procediendo
a su rotulacion y fue almacenadas a 6°C hasta su posterior utilizacion. (Ver anexo

n°03).

A partir de este extracto seco se pesd 1.3g se disolvido con 7ml de agua destilada
obteniendo el extracto hidroalcoholico para ser administras en volumen segun las dosis
de 250mg/kg pc y 500mg./kg pc para los grupos experimentales, se colocaron en
frascos color ambar y fueron almacenadas a 6°C hasta su posterior utilizacion. (ver

anexo n°03)

Pesos y marcacion de los animales de experimentacion Rattus novergicus var.

albinus.

Para llevar a cabo esta investigacion se empled 24 Rattus novergicus var. albinus,
hembras para identificarlos y agruparlos procedi a pesarlo a cada rata marcando la cola
con un plumén indeleble por nimero y anotar en el cuaderno de apuntes el nimero
con sus respectivos pesos de cada rata y asi tener un buen control al momento de
calcular la dosis y administrar el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus

officinalis a cada rata su dosis indicada de acuerdo al peso. (ver anexo n°04)

21



Dosificacion del extracto hidroalcohélico de Rosmarinus Officinalis

Los animales fueron distribuidos en cuatro grupos donde al grupo experimental | se
administrd 250mg/kg/pc. de extracto hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus
officinalis y al grupo experimental Il la dosis fue de 500mg/kg/pc de dicho extracto.

(Ver anexo n°05)

Induccion de Hepatotoxicidad por Acrilamida

La dosis usada de acrilamida fue de 50mg/kg pc/dia para los grupos: control positivo,
experimental 1 y experimental 2. Se diluyo 5g. de acrilamida en 1000ml de agua
destilada, luego se colocé en un frasco ambar y se agito con una varilla de vidrio para
su posterior uso. Todo el procedimiento se realizd en una camara de flujo laminar
proporcionada por la facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de

Trujillo.

Determinaciones Bioquimicas

Al término de los tratamientos con una jeringa de 5cc se obtuvo por puncion cardiaca
la muestra de sangre de cada espécimen para llevar a centrifugacion recolectandose el

suero para las determinaciones bioquimicas siguientes: (\Ver anexo n°06)

Transaminasas hepaticas (GOT Y GPT):

Se utilizé como muestra biologica el suero obtenido por puncion cardiaca, que fueron

extraidos y extravasados a un tubo de centrifugacion para evitar la hemdlisis.

El método utilizado es el colorimétrico descrito para la determinacion de

Transaminasas 200 (Wiener Lab) @7,
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PROCEDIMIENTO

En dos tubos marcados B(blanco) y D (desconocido); colocar:

B D

REACTIVO A (GOT O GPT) 0,5ml. 0,5ml.

Colocar en bafio de agua a 37°c. £0,5°c unos minutos

SUERO ---- 100 UL

AGUA DESTILADA ioou e

Mezclar por agitacion suave e incubar exactamente 30 minutos y agregar:

REACTIVO B 0,5 ml. 0,5ml

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37°c. Luego agregar:

REACTIVO C DILUIDO 5ml. 5ml.

Mezclar por inversion y retirar del bafio. Después de 2 minutos leer la absorvncia
en fotocolorimetro con filtro verde (500-550nm.); en espectrofotometro a 505nm

0 Hg 546, llevando el aparato a cero D.O.con agua destilada.

Fuente : (Wienner Lab).
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a. Fosfatasa alcalina
Llevar el reactivo a la temperatura que se realizara el ensayo (37°C).

Preparacién del Reactivo de Trabajo: Mezclar 10 ml. de Reactivo 1 con 2 ml. de
Reactivo 2. Para la determinacion de los valores de fosfatasa alcalina se utiliz6 el

método cinético optimizado segiin DGKC (Valtek )®@®.

Reactivo de trabajo (ml.) 1.00

Volumen de muestra (ml.) 0.02

Mezclar y transferir a la cubeta del espectrofotometro. Incubar 60 segundos a la
temperatura de reaccion. Leer la absorbancia inicial (A1) a 405nm. Repetir la

lectura a los 60 segundos, exactos.

Fuente: DGKC (Vvaltek ®)

4.5. Plan de analisis
Analisis De Datos

Fueron realizados recolectando los datos en una ficha de recoleccion de datos, para
luego ser ingresado en un base en el software estadistico SPSS v 17.2 para lo cual se
conté con la ayuda de un profesional estadistico, realizandose la prueba ANOVA
para la comparacion inter e intragrupos y la prueba TUKEY para la comparacion

antes y despues.
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4.6. Matriz de consistencia

Titulo Formulacio Objetivos Hipdtesis Tipoy Variables Definicién Indicadores y Plan de
de la n del disefio operacional escala de analisis
investigacion problema medicion
EFECTO (tendra Objetivo General: Hipotesis afirmativa | La Independiente: | Es efectuado con | Grupo Prueba
HEPATOPROT | efecto » Demostrar el efecto | (Hi): El extracto | presente | Extracto hojas secas vy | negativo, solo | CHAPIRO
ECTOR DEL hepatoprotec hepatoprotector ~ del  extracto | hidroalcohdlico de las | es  una | hidroalcohdlico | molidas comida. WILKS para
EXTRACTO tor el hidroalcohdlico de las hojas de | hojas de Rosmarinus | investiga | de las hojas de | agregando cierta determinar la
HIDROALCOH | extracto Rosmarinus officinalis (romero) en | officinalis ~ (romero) | cion de | Rosmarinus cantidad de | Grupo normalidad de
OLICO DE hidroalcohdl Rattus novergicus var. albinus con | tiene efecto | tipo Officinalis alcohol se coloca | positivo, los grupos de
LAS HOJAS ico de las toxicidad inducida por acrilamida. hepatoprotector sobre | experime | (Romero) en un recipiente a | gcrilamida estudio,
DE Rosmarinus | hojas de Objetivos especificos la toxicidad inducida | ntal, Con fuego para extraer | 50mg/kg/pc Pruebas
officinalis Rosmarinus | » Evaluar el efecto hepatoprotector | por acrilamida en | un nivel | pependiente: sus metabolitos de | Grupo paramétricas
(ROMERO) EN | officinalis en dosis de 250mg/kg/pc vy | Rattus norvergicus | de Efecto las hojas. Siendo de ANOVAY
Rattus (ROMERO) 500mg/kg/pc del extracto | (var. albinus). investiga | hepatoprotector | administrado Grupo TUKEY para
novergicus var. | en Rattus hidroalcohdlico de las hojas de cion en Rattus | segun kg. /peso experimental el analisis de
albinus CON novergicus Rosmarinus officinalis (ROMERO) | Hipotesis ~ Negativa | explicati | Norvegicus del animal. 01: 250mglkg los Resultado
TOXICIDAD var. Albinus sobre los niveles de transaminasas | (HO0): El  extracto | vo, (Variedad de'Rosmarinus
INDUCIDA con GOT Y GPT en Rattus novergicus | hidroalcohdlico de las | longitudi | Alpinus). Con | EI efecto | officinalis
POR toxicidad Var. albinus con toxicidad inducida | hojas de Rosmarinus | nal. Toxicidad hepatoprotector '
ACRILAMIDA | inducida por por acrilamida. officinalis (romero) no inducida por | est relacionado la
acrilamida? Determinar el efecto tiene efecto acrilamida. cuantificacion de | 4o

hepatoprotector del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis
(ROMERO) sobre niveles de
fosfatasa alcalina antes y después
del tratamiento en rattus
norvegicus var. albinus en
hepatotoxicidad inducida por
acrilamida.

hepatoprotector sobre
la toxicidad inducida
por acrilamida en
Rattus norvergicus
(var. albinus).

enzimas hepaticas
segln kit de
enzimas
transaminasas:
GOT, GTP vy
fosfatasa alcalina
en suero

experimental
02: 500mg/kg
de Rosmarinus
officinalis

Variable UI/L
Cuantitativa
de razén
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4.7 Principios éticos
Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion, se considerd los principios
éticos que rigen la actividad investigadora de la Universidad Catolica Los Angeles de

Chimbote, los cuales consisten en ?9:

Proteccién a los animales. - El animal en toda investigacion es el fin y no el medio,
por ello necesitan cierto grado de proteccion, el cual se determinara de acuerdo al
riesgo en que incurran y la probabilidad de que obtengan un beneficio ¢,

Justicia. - El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, Y las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas. El investigador
estd también obligado a tratar equitativamente a quienes participan en los procesos,
procedimientos y servicios asociados a la investigacion @9,

Integridad cientifica. - Alude al correcto procedimiento de la practica de la ciencia,
y connota honestidad, transparencia, justicia y responsabilidad. Por tanto, transmite las
ideas de totalidad y consistencia morales ¢,

Consentimiento informado y expreso. - En toda investigacion se debe contar con la
manifestacion de voluntad, informada, libre, inequivoca y especifica; mediante la cual
las personas como sujetos investigadores o titular de los datos consienten el uso de la

informacion para los fines especificos establecidos en el proyecto ¢,
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V. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS

Tabla 1: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) en dosis de 250mg/kg/pc y 500mg/kg/pc sobre los
niveles de transaminasas GOT Y GPT en Rattus novergicus Var. albinus con toxicidad

inducida por acrilamida.

GRUPOS DE GOT GOT GPT BASAL GPT Significancia
TRATAMIENTO BASAL FINAL ul/L FINAL P
ul/L Ul/L ul/L
NEGATIVO 2124129 19.43.1 162434 145523
POSITIVO 0.000*
;gfr:;'/"l‘(”g;gg) 165.75£2.9 173.442.5 82.8:1.8  84.845.4

EXPERIMENTAL 1
(acrilamida+250
mg. de extracto
Rosmarinus 151.7+4.2 101.7+5.7 79.1+7.1 42.2+1.3
officinalis)

EXPERIMENTAL 2
(acrilamida+500
mg. de extracto

Rosmarinus
officinalis)

131.8+ 7.7 47 4.5 55.8+4.8 32.246.7

* Prueba ANOVA (p<0.05)
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> Tabla 2: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoh6lico de las hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre niveles de fosfatasa alcalina antes y

después del tratamiento en Rattus norvegicus var. albinus en hepatotoxicidad

inducida por acrilamida.

GRUPOS DE FAL FAL Significancia
TRATAMIENTO BASAL FINAL P
ul/L UI/L
NEGATIVO 20.9+4 1 18.8+6.3
POSITIVO 88.9+10.4 104.1+6.0 0.000*

(acrilamida 50mg/kg/pc)

EXPERIMENTAL 1 101.7+4.2 42.3+3.9
(acrilamida+250mg. de
extracto Rosmarinus
officinalis)

EXPERIMENTAL 2
(acrilamida+500mg. de
extracto Rosmarinus
officinalis)

89.8+4 1 34.1+5.7

* Prueba ANOVA (p<0.05)
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS:

La hepatomegalia es un signo comun que antecede principalmente a la cirrosis
hepatica, causada por el alcoholismo, hepatitis B y farmacos, pero que también puede
estar asociada algun tipo de leucemia, parésitos, tumores, anemias, ademas de otros
trastornos metabdlicos. La produccién de radicales ocurre como un subproducto del
metabolismo oxidativo celular y, en el higado, este metabolismo aumenta con la
ingestién de alimentos, toxicos (medicamentos, alcohol) o cualquier otro agente

externo capaz de provocar estrés oxidativo ©9.

Hay evidencia del extracto hidroalcoholico de las hojas de R. oficinales L. tienen un
gran namero de propiedades farmacologicas. que incluyen hepatoprotector,
antibacteriano,  antitrombotico,  antiulcerogénico,  diurético,  antidiabético,
antioxidante, anticonceptivo, antiinflamatorio, y actividades antidepresivas. Lo0S
extractos también son efectivos en el tratamiento de trastornos gastrointestinales. Las
propiedades de los extractos de Rosmarinus officinalis L. son: estrechamente
relacionados con sus compuestos fendlicos, especialmente los mas constituyentes
abundantes, acidos carndsicos y rosmarinicos, que también son conocidos por varias

propiedades biologicas GV,

En el presente trabajo de investigacion se demostro el efecto hepatoprotector del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus officinalis (romero) en Rattus
novergicus var. albinus con toxicidad inducida por acrilamida, mediante la valoracion

de los niveles séricos de transaminasas (GOT y GPT) y fosfatasa alcalina sérica.

En la tabla 01, mediante la prueba de Shapiro Wilk y Anova , se compar0 los grupos

experimentales y el grupo control positivo y control negativo, donde se aprecia que, Si
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existe una diferencia estadisticamente significativa, demostrando que el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus officinalis frente a un inductor de dafio
hepético como la acrilamida , disminuye los niveles de transaminasa sérica glutdmico
oxacelico (GOT) , glutamico piravico (GPT) y fosfatasa alcalina sérica (ALP) debido
a su contenido de muchos polifenoles con acido carndsico y acido rosmarinico que se
encuentran en las concentraciones mas altas.

En el grupo control positivo se observa la elevacion de transaminasas séricas (GOT y
GPT) esto se debe a la induccidn a hepatotoxicidad con acrilamida su metabolismo se
basa en dos mecanismos principales: oxidacion mediante la accion del citocromo P450
que da lugar al metabolito glicidamida y conjugacion con glutation, catalizada por
glutation-S-transferasa (GST) con posterior excrecion como acido mercaptdrico en
orina. EI metabolito de la acrilamida, la glicidamida, es un epoxido que puede ser mas
critico para las propiedades carcinogénicas y genotdxicas que el compuesto madre G2,
A los grupos experimentales se administro diferentes dosis de extracto hidroalcohdlico
de hojas de Rosmarinus officinalis: 250mg / kg pc y 500mg / kg pc las medidas
obtenidas fueron inicial y final de transaminasas hepaticas GOT y GPT que son
indicadores de dafio hepatico, tenemos los promedios en UI/L.

La administracion de acrilamida manifesto elevaciones de las enzimas transaminasas
séricas (GOT Y GPT), el tratamiento a diferentes dosis de extracto hidroalcohdlico de
hojas de Rosmarinus officinalis revirtié los cambios significativamente demostrando
una significancia (p<0.05). En los resultados se muestran los valores basales del grupo
experimental | a dosis de 250mg/ kg pc, GOT basal: 101.7+4.2 y GOT final: 42.3+3.9
y GPT basal : 79.1+7.1 ; GPT final : 42.2+1.3, en el grupo experimental 11 a dosis de

500mg/kg pc de extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis se observa GOT
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basal : 131.8+ 7.7 y GOT final : 47.24.5 ; GPT basal : 55.8+4.8 y GPT final : 32.2+6.7
evidenciando con mayor facilidad el efecto hepatoprotector y disminucion enzimatica.
Se ha observado que la actividad antioxidante de los extractos de romero se debe
particularmente a los acidos cafeico y rosmarinico, estos Gltimos poseen una doble
funcién: como antioxidante y estimulante de la produccion de prostaglandina E2 e
inhibidor de la produccidn de leucotrienos B4 en leucocitos polimorfonucleares en el
humano G,

En la tabla 02, se observa las lecturas de fosfatasa alcalina utilizada como segundo
marcador de lesion lesion hepatica. Se considera que la fosfatasa alcalina, en el higado,
es una enzima integral de la superficie exterior de la membrana del canaliculo biliar,
mientras que la lesion hepatocelular siempre aumenta la actividad sérica de las
aminotransferasas, ya que es tipico observar incrementos importantes en cuanto a la
actividad sérica de fosfatasa alcalina en pacientes con sindromes colestaticos ¢4,

En los resultados los valores de fosfatasa alcalina (ALP) sérica estan elevadas para el
grupo control positivo (ALP basal :88.9£10.4 y ALP final :104.1+6.0) post
administracion de acrilamida. Los niveles muy altos de FA pueden ser causados por
problemas en el higado, como la hepatitis, la obstruccion de los conductos biliares
(ictericia obstructiva), los calculos biliares, la cirrosis, el cancer de higado o el cancer
que se ha diseminado (metéastasis) al higado desde otra parte del cuerpo

Los grupos experimentales | sus valores ALP basal: 101.7+4.2 y ALP final: 42.3+3.9;
el grupo experimental Il ALP basal: 89.8+4.1 y ALP final:34.1+5.7. Observando una
disminucidn estadisticamente significativa de fosfatasa alcalina en ambos grupos. Esto
se debe a la actividad antioxidante que posee el extracto de hojas de Rosmarinus

officinalis principalmente a la presencia de los acidos carndsico y rosmarinico @9,
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Este trabajo de investigacion se realiz6 con el propdsito de descubrir propiedades
curativas de la planta natural de Rosmarinus officinalis como hepatoprotector del

higado sabiendo que este érgano cumple diversas funciones metabélicas.
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V1. CONCLUSIONES Y ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

Conclusiones:

> El extracto de rosmarinus officinalis, a dosis de 250mg/kg/pc y 500mg/kg/pc
tiene efecto hepatoprotector, siendo la dosis de 500mg/Kg la mayor proteccion
hepatica segun los marcadores hepéaticos de TGO y TGP.

> Los nivele de fosfatasa alcalina segun los resultados obtenidos en los grupos
experimentales a dosis de 250mg/kg/pc y 500mg/kg/pc demostraron que el extracto de

rosmarinus officinalis tiene efecto hepatoprotector.

Recomendaciones:
o Se recomienda seguir con el estudio del efecto hepatoprotector a nivel

microscopico con cortes histopatologicos para poder observar si es que existe

proteccion hepatica a niveles mas profundos.
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ANEXOS.

Anexo N.° 01: Recoleccion de planta Rosmarinus officinalis (ROMERO)
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Anexo N.° 02 Certificacion De La Planta Rosmarinus Officinalis (ROMERO)
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Anexo N.° 02: Planta Rosmarinus Officinalis Certificada
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Anexo N°03 : PREPARACION DEL EXTRACTO

Pesando Las Hojas De Rosmarinus Oficinalis
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Pesando Las Hojas Molidas De Rosmarinus Officinalis (Romero)

Agregando alcohol de 96°c para su Obtencion de filtrados de
respectiva extraccion de metabolitos hojas de Rosmarinus
de la planta officinalis
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Envasado del extracto de Rosmarinus officinalis
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Anexo N° 04 : Recibiendo Los Animales De Experimentcion En El Bioterio De La
Universidad Cayetano Heredia — Lima

Animales De Experimentacion
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Certificacion De Animales De Experimentacion: (Cepa Albina Sprague Dawley,
Hembras Adultas Aproxim. 3.5 Meses)
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Pesando Los Animales De Experimentacion

Anexo N° 05: Pesando el extracto de Rosmarinus officinalis para la administracion a
cada grupo de experimentacion
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Administrando el extracto de Rosmarinus officinalis a los animales de
experimentacion

Anexo N° 06 : Preparando El Anestesico Xylacina Y Ketamina
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Realizando la puncion cardiaca

Valores Post Aclimatacién de transaminasas GOT y GPT de los cuatro grupos
de experimentacion.

GRUPOS DE Transaminasa Transaminasa
TRATAMIENTO glutamico glutamico pirdvica
oxalacélica BASAL BASAL
NEGATIVO ul/L ul/L
Rata 1 14 15
Rata 2 14.5 10
Rata 3 15.7 10
Rata 4 18 14.5
Rata 5 19.2 11
Rata 6 17.5 14
PROMEDIO 16.5 12.4
DESVIACION ESTANDAR 2.1 2.3
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GRUPOS DE
TRATAMIENTO

Transaminasa
glutamico

Transaminasa

glutdmico piravica

oxalacélica BASAL BASAL
POSITIVO Ul/L Ul/L
Rata 1 14 15
Rata 2 16 14
Rata 3 13 10
Rata 4 14 13
Rata 5 16 13
Rata 6 13 10
PROMEDIO 14.0 12.5
DESVIACION ESTANDAR 1.4 2.1

GRUPOS DE Transaminasa Transaminasa
TRATAMIENTO glutamico glutamico piravica
oxalacélica BASAL BASAL
EXPO1 Ul/L ul/L
Rata 1 15 11
Rata 2 14 17
Rata 3 17 12
Rata 4 14 15
Rata 5 16 13
Rata 6 13 10
PROMEDIO 14.0 13.0
DESVIACION ESTANDAR 1.5 2.6
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GRUPOS DE Transaminasa

Transaminasa glutadmico

TRATAMIENTO glutamico piravica BASAL
oxalacélica
BASAL

Ul/L Ul/L
EXP02
Rata 1 13 14
Rata 2 14 13
Rata 3 12 14
Rata 4 14 15
Rata 5 15 13
Rata 6 11 11

14.0 13.3
PROMEDIO
DESVIACION ESTANDAR 1.5 1.4

Valores Post Aclimatacion de Fosfatasa alcalina de los cuatro grupos de

experimentacion.

FOSFATASA BASAL POST ACLIMATACION UI/L

GRUPOS DE CONTROL CONTROL  EXPERIMENTAL1 EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO NEGATIVO  POSITIVO 2

RATA 1 17 20.3 18.2 19.4

RATA 2 18.2 18.4 17.24 17.9

RATA 3 20.4 17 19.4 18.27

RATA 4 16.9 19.7 20 18

RATA 5 18 16.1 18.42 20.3

RATA 6 20.5 20.1 19.1 19.4
PROMEDIO 18.5 18.6 18.72666667 18.87833333
DESVIACION 1.59749804 1.74355957 0.979360335 0.965824346
ESTANDAR 4 7
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PRUEBA DE CHAPIRO - WILKS PARA DETERMINAR LA
NORMALIDAD DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Pruebas de normalidad

GRUPOS Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
GOT INICIAL-CN .886 6 .295
INICIAL - CP .950 6 737
INICIAL-EXPO1 .861 6 191
INICIAL-EXPO2 .932 6 .595
FINAL-CN 937 6 .634
FINAL-CP .965 6 .857
FINAL - EXP 01 910 6 433
FINAL - EXPO2 .865 6 .207
GPT INICIAL-CN .873 6 .238
INICIAL - CP .793 6 .510
INICIAL-EXPO1 .736 6 .150
INICIAL-EXP0O2 917 6 482
FINAL-CN .989 6 .987
FINAL-CP .807 6 .068
FINAL - EXP 01 .674 6 .083
FINAL - EXP02 .841 6 132

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a Correccidn de la significacion de Lilliefors

FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION
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DATOS VALIDOS SEGUN CRITERIO DE NORMALIDAD

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
GRUPOS N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
GOT INICIAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL - CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXPO1 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXP0O2 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP 01 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP0O2 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
GPT INICIAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL - CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXPO1 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXP0O2 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP 01 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP02 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%

FUENTE: SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION

PRUEBA ANOVA UNIFACTORIAL PARA ENCONTRAR LA
SIGNIFICANCIA DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
GOT Inter-grupos 110573.638 7 15796.234 155.293 .000
Intra-grupos 4068.744 40 101.719
Total 114642.381 47
GPT Inter-grupos 40692.587 7 5813.227 115.663 .000
Intra-grupos 2010.400 40 50.260
Total 42702.987 47
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PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE TUKEY PARA LOS

GRUPOS ANTES Y DESPUES

Diferencia de

Variable dependiente () GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) Error tipico Sig.
Limite Limite
Limite inferior superior inferior
GOT INICIAL-CN FINAL-CN -24.83333(*) 5.82290 .003
FINAL-CP -150.49998(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -121.55555(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 -66.99998(*) 5.82290 .000
INICIAL - CP FINAL-CN 71.88888(*) 5.82290 .000
FINAL-CP -53.77777(%*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -24.83333(*) 5.82290 .003
FINAL - EXP0O2 29.72223(%*) 5.82290 .000
INICIAL-EXPO1 FINAL-CN 44.22222(*) 5.82290 .000
FINAL-CP -81.44443(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -52.50000(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 2.05557 5.82290 1.000
INICIAL-EXP0O2 FINAL-CN 4.83335 5.82290 .990
FINAL-CP -120.83330(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -91.88887(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 -37.33330(*) 5.82290 .000
FINAL-CN FINAL-CP -125.66665(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -96.72222(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 -42.16665(*) 5.82290 .000
FINAL-CP FINAL-CN 125.66665(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 28.94443(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 83.50000(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 FINAL-CN 96.72222(*) 5.82290 .000
FINAL-CP -28.94443(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 54.55557(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP02 FINAL-CN 42.16665(*) 5.82290 .000
FINAL-CP -83.50000(*) 5.82290 .000
FINAL - EXP 01 -54.55557(*) 5.82290 .000
GPT INICIAL-CN FINAL-CN -19.00000(*) 4.09308 .001
FINAL-CP -90.03333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -72.70000(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP02 -38.20000(*) 4.09308 .000
INICIAL - CP FINAL-CN 29.63333(%*) 4.09308 .000
FINAL-CP -41.40000(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -24.06667(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP02 10.43333 4.09308 .205
INICIAL-EXPO1  FINAL-CN 22.00000(*) 4.09308 .000
FINAL-CP -49.03333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -31.70000(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP02 2.80000 4.09308 .997
INICIAL-EXPO2 FINAL-CN -12.03333 4.09308 .091
FINAL-CP -83.06667(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -65.73333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP02 -31.23333(*) 4.09308 .000
FINAL-CN FINAL-CP -71.03333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -53.70000(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP02 -19.20000(*) 4.09308 .001
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FINAL-CP FINAL-CN 71.03333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 17.33333(%) 4.09308 .003
FINAL - EXPO2 51.83333(*) 4.09308 .000
FINAL-EXP 01  FINAL-CN 53.70000(*) 4.09308 .000
FINAL-CP -17.33333(*) 4.09308 .003
FINAL - EXPO2 34.50000(*) 4.09308 .000
FINAL-EXPO2  FINAL-CN 19.20000(*) 4.09308 .001
FINAL-CP -51.83333(*) 4.09308 .000
FINAL - EXP 01 -34.50000(*) 4.09308 .000

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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