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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito” sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol en ratas
Holtzman. Materiales y métodos: Se realizaron pruebas de solubilidad y un estudio
fitoquimico al extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L., ademés se
determind el efecto hepatoprotector sobre la intoxicacion inducida por paracetamol
comparado con silimarina. Se aplicé un disefio experimental, cuantitativo y transversal, para
ello se utilizaron 48 ratas Holtzman que fueron distribuidos en 6 grupos de 8 ratas cada uno,
se les administraron diferentes tratamientos: Grupo Blanco; Grupo Control Negativo (Suero
fisiologico + paracetamol); Grupo Control Positivo: (Silimarina + paracetamol), Grupo
experimental 1: (100mg/kg + 400mg/kg de paracetamol); Grupo experimental 2: (200mg/kg
+ 400mg/kg de paracetamol), Grupo experimental 3: (400mg/kg + 400mg/kg de
paracetamol), después de 10 dias se sacrificaron los animales, se extrajo una muestra de
higado para el estudio histopatolégico, se evaluaron indicadores histopatoldgicos (tipo y
extension de la lesion). Resultados: El tegumento de Raphanus sativus L., es soluble en
agua, metanol y etanol, el estudio fitoquimico reveld la presencia de flavonoides, taninos,
alcaloides, esteroides, respecto al tipo y la extensién de lesién a nivel histopatoldgico se
evidencid leve degeneracion hepéatica y focal en los grupos experimentales 2 y 3.

Conclusion: Segun el analisis histopatolégico una dosis de 200 y 400 mg/kg del extracto
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etanolico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” presentaron efectos
hepatoprotectores sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol a 400mg/kg.

Palabras clave: Hepatoprotector, Raphanus sativus L., ratas Holtzman

Abstract
Objective: Determine the hepatoprotective effect of the ethanolic extract of the integument of
Raphanus sativus L. “rabanito” on paracetamol-induced hepatotoxicity in Holtzman rats.
Materials and methods: Solubility tests and a phytochemical study were carried out on the
ethanolic extract of the integument of Raphanus sativus L., and the hepatoprotective effect on
paracetamol-induced intoxication compared to silymarin was determined. An experimental,
quantitative and transversal design was applied, for this, 48 Holtzman rats were used, which were
distributed into 6 groups of 8 rats each, different treatments were administered: White Group;
Negative Control Group (Physiological saline + paracetamol); Positive Control Group: (Silymarin
+ paracetamol), Experimental group 1: (100mg/kg + 400mg/kg paracetamol); Experimental group
2: (200mg/kg + 400mg/kg paracetamol), Experimental group 3: (400mg/kg + 400mg/kg
paracetamol), after 10 days the animals were sacrificed, a liver sample was extracted for the study
histopathological, histopathological indicators (type and extent of the lesion) were evaluated.
Results: The integument of Raphanus sativus L. is soluble in water, methanol and ethanol. The
phytochemical study revealed the presence of flavonoids, tannins, alkaloids, steroids. Regarding
the type and extent of the lesion at the histopathological level, it was mild. hepatic and focal
degeneration in experimental groups 2 and 3. Conclusion: According to the histopathological

analysis, a dose of 200 and 400 mg/kg of the ethanolic extract of the integument of Raphanus
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Sativus L. “rabanito” presented hepatoprotective effects on paracetamol-induced hepatotoxicity.
400mg/kg.

Keywords: Hepatoprotective, Raphanus sativus L., Holtzman rats

INTRODUCCION

La insuficiencia hepatica, tanto aguda como cronica, se caracteriza por la descompensacion de
enfermedades hepaticas crénicas y la insuficiencia organica, con alta mortalidad a corto plazo (1).
El higado cumple funciones vitales como la eliminacién de desechos y la detoxificacion de
farmacos (2). La lesion hepatica inducida por medicamentos, como el paracetamol, es una causa
comun de insuficiencia hepética aguda, especialmente en casos de sobredosis que generan un
metabolito toxico y causan estrés oxidativo (3) (4). Actualmente, la N-acetilcisteina es el Unico
tratamiento disponible. Este estudio se enfoca en evaluar el efecto hepatoprotector del extracto
etanolico de Raphanus sativus L. (rdbano), conocido por sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (5), debido a su riqueza en metabolitos activos como glucosinolatos,
isotiocianatos, flavonoides, y otros compuestos (6) (7). en lesiones hepaticas agudas inducidas por
paracetamol en ratas Holtzman.

El objetivo principal de este estudio experimental es evaluar el efecto hepatoprotector del extracto
etanolico del tegumento de Raphanus sativus L. (rabanito) sobre la hepatotoxicidad inducida por
paracetamol en ratas Holtzman. La investigacion se organiza en varios capitulos. En el capitulo |
se discuten los problemas asociados al uso del paracetamol y se definen los objetivos del estudio.
El capitulo 1l ofrece un marco tedrico que incluye una revisién de la literatura sobre la especie y

la hepatotoxicidad. En el capitulo Il se detalla la metodologia utilizada, incluyendo técnicas,
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instrumentos y un disefio experimental que determina el efecto hepatoprotector contra la
intoxicacion por paracetamol. El capitulo 1V presenta la discusion de los resultados, donde se
analizan y representan los hallazgos obtenidos. Finalmente, en el capitulo V se ofrecen las

conclusiones y recomendaciones derivadas del estudio.

CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1 Planteamiento del problema

Uno de los 6rganos mas importante del cuerpo humano es el higado, porque desempefia
procesos de secrecion, almacenamiento y desintoxicacion de sustancias endogenas y
exogenas, y una falla en estos procesos produce enfermedades que debilitan la estructura y
la funcién del higado, por ello las enfermedades hepéticas contintan siendo una de las
principales amenazas para la salud publica (8).

El acetaminofén, méas conocido como paracetamol, es un farmaco analgésico y antipirético
ampliamente utilizado, sin embargo, a dosis excesivas produce una hepatotoxicidad grave
convirtiéndose en una de las principales causas de insuficiencia hepatica aguda en el mundo
(9), un ejemplo es la insuficiencia aguda en los EE. UU y el Reino Unido donde la
hepatotoxicidad inducida por el paracetamol afecta al 50% de la poblacién por una
sobredosis no intencionales y tratamientos cronicos (10).

La morbi-mortalidad por enfermedades hepaticas es alarmante, las hepatitis virales
especialmente la hepatitis A, B y C, cirrosis hepaticas y cancer de higado, estas
enfermedades pueden ser cronicas, progresivas y potencialmente mortales, por ejemplo el
higado graso no alcohdlico, sino se trata a tiempo va desde una esteatosis simple hasta una

esteatohepatitis que incluye inflamacion y dafio hepatocelular que puede progresar a
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cirrosis hepatica (11) (12). Las lesiones hepaticas causadas por farmacos afectan al 10% de
las personas y es la causa mas comun de muerte por fallo hepéatico agudo (13).

Sin embargo, otra causa de lesion hepatica es la causada por las hierbas medicinales, estas
provocan dafos inesperados, convirtiéndose en la causa mas frecuente de abandono del
tratamiento (14) (15)., lo que constituyen un problema persistente y desafiante para los
sistemas de salud, la industria farmacéutica e investigadores (16). La enfermedad hepatica
cronica impone altos costos a los sistemas de salud y se incrementa a medida que avanza
la enfermedad hepatica, por ello es importante prevenir y diagnosticar oportunamente las
diferentes enfermedades hepaticas (17).

Los remedios a base de hierbas se usan ampliamente en la sociedad occidental y en el
Medio Oriente, se practica la medicina tradicional como una alternativa natural para
mejorar su estado de salud, pero al mismo tiempo, existe una creciente preocupacion por
la hepatotoxicidad de ciertos remedios a base de hierbas (18). Estas hierbas o productos
dietéticos administradas en infusiones, extractos, etc., son responsables de consultas y
hospitalizaciones por hepatitis aguda o crénicas y estos van de un 2% hasta un 50% (19).
Las poblaciones de bajos recursos econdmicos y que no tiene acceso a un sistema de salud
tienden a recurrir a la medicina alternativa y/o a la automedicacion y la mayoria de casos
termina complicandose y poniendo en riesgo su vida, por ello la necesidad de realizar una
investigacion que valide y brinde una alternativa segura. De acuerdo a los usos
tradicionales, fitoquimicos y farmacoldgicos, Raphanus sativus L., es una planta medicinal
prometedora porque posee varios compuestos quimicos (glucosinolatos y derivados que
contienen azufre) y numerosas actividades farmacoldgicas (efecto antinflamatorios,

antioxidante, etc.) sin embargo, las bases tedricas y los mecanismos del efecto tradicional


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/medicinal-plant
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/medicinal-plant
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pharmacological-activity
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necesitan de mas estudios sobre todo a nivel del tegumento de Raphanus sativus L, para

determinar el potencial a nivel hepatico (20).

1.2 Formulacién del problema
1.2.1 Problema general
¢Cual sera el efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito” sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol
en ratas Holtzman?
1.2.2 Problemas especificos

1. ¢En qué solventes sera soluble el extracto etandlico del tegumento de Raphanus
sativus L. “rabanito”?

2. ¢Cuales seran los metabolitos presentes en el extracto etanolico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito”?

3. ¢El extracto etanolico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” tendra
efecto hepatoprotector a dosis de 100 mg/kg en ratas Holtzman con dafio hepético
inducido por paracetamol?

4. (El extracto etandlico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” tendra
efecto hepatoprotector a dosis de 200 mg/kg en ratas Holtzman con dafio hepatico

inducido por paracetamol?
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5. ¢El extracto etanolico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” tendra
efecto hepatoprotector a dosis de 400 mg/kg en ratas Holtzman con dafio hepatico

inducido por paracetamol?

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Determinar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito” sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol

en ratas Holtzman.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Verificar las pruebas de solubilidad del extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito”

2. Identificar los metabolitos presentes en el extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito”

3. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanolico del tequmento de Raphanus
Sativus L. “rabanito” a dosis de 100 mg/kg inducido por paracetamol en ratas
Holtzman.

4. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanolico del tequmento de Raphanus
Sativus L. “rabanito” a dosis de 200 mg/kg inducido por paracetamol en ratas

Holtzman.
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5. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanolico del tequmento de Raphanus
Sativus L. “rabanito” a dosis de 400 mg/kg inducido por paracetamol en ratas

Holtzman.

1.4 Justificacion de la investigacion
1.4.1 Tedrica.

El uso y consumo de plantas con propiedades medicinales en el Perd es alto, sobre
todo en las poblaciones que no tienen acceso a centros de salud (21). Para realizar
este estudio nos basamos en la evidencia de otros estudios que muestran el efecto
hepatoprotector de extractos vegetales similares y en la necesidad de explorar
nuevas estrategias naturales para proteger el higado contra la hepatotoxicidad
inducida por paracetamol.
Estudios como el de Syed y Chaturvedi., mediante un HPLC lograron identificar la
presencia de metabolitos secundarios en el extracto de Raphanus sativus L. como:
Polifenoles, catequinas, &cido protocatecuico, acido siringico, acido vanilico, acido
feralico, acido sinapico, acido O-cumarico, miricetina y quercetina, estos
metabolitos serian los responsables de la actividad antimicrobiana, anticancerigena,
antidiabético, modulador del tono gastrointestinal y uterino, antiulceroso y

actividades cardio-moduladoras (22) (23).
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Otro estudio por Hanlon, manifiesta que los brotes de rabano contienen
concentraciones mayores de glucosinolatos (3,8 veces) isotiocianatos (8,2 veces) y
fenolicos (6,9 veces), frente a la raiz de rabano maduro, también contenian
concentraciones mayores de antocianidinas primarias presentes en el rabano rojo y
rosado, los brotes de rabano son de 9 y 59 veces, mas antioxidantes que la raiz
principal madura (24).

La actividad mas importante de Raphanus sativus L., se refleja en sus efectos
antioxidantes, manifestados por la capacidad de eliminar los radicales libres o
prevenir oxidacion de lipoproteinas de baja densidad. los compuestos polifendlicos
como el &cido sinapico y el cido ferulico y los flavonoides como el kaempferol
presentes en el extracto de Raphanus sativus L. (rabanito) se han convertido en el
centro de atencion de los estudios nutricionales e interés terapéutico debido a su
prevencion de enfermedades y efectos de promocion de la salud (25) (26).

1.4.2 Metodoldgica

Las hepatopatias cronicas se causan a través de modelos experimentales en
animales utilizando inductores de lesion hepéatica como el paracetamol y etanol
(21). La actividad hepatoprotectora se evaluard tomando en cuenta el modelo de
hepatotoxicidad inducida por paracetamol propuesta por Huaman Gutiérrez
modificada, donde la capacidad hepatoprotectora fue medida por la toxicidad
hepéatica de paracetamol a 400 mg/kg frente a dosis de extractos de Raphanus
sativus L. (rabanito) de 100, 200 y 400 mg/kg de peso (27). Al realizar este estudio,
se espera obtener informacion cientifica que respalde el uso del extracto etandélico

del tegumento de Raphanus sativus L., como una posible intervencion terapéutica
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para proteger el higado de la hepatotoxicidad inducida por paracetamol en ratas
Holtzman.

1.4.3 Practica
La justificacion préactica de realizar este estudio se basa en la necesidad de encontrar
nuevas alternativas terapéuticas para proteger el higado contra los dafios causados
por el paracetamol y promover la salud hepatica. Por ello la medicina moderna
siempre esta en constante busqueda de nuevos farmacos que estimulen la funcion

hepética o que ayuden a regenerar las células hepaticas (8).

Para ello el conocimiento que se tiene de las plantas medicinales no solo se debe
basar en la sabiduria de quienes lo practican, sino que debe estar validado
cientificamente, comprobando el efecto terapéutico atribuido y la seguridad de este.
Es asi nuestro interés de validar su uso tradicional de la especie vegetal del
tegumento de Raphanus sativus L. (rabanito) para el tratamiento de enfermedades
hepéaticas. Una validacion cientifica no solo permitird que la poblacion use y
consuma Raphanus sativus L. (rabanito) con un valor agregado, sino que permitira
desarrollar preparados farmacéuticos con efecto hepatoprotector y hasta ser fuente
econdmica por el valor terapéutico y nutricional que representa, por lo tanto, es

necesario identificar alternativas farmacéuticas mas efectivas y menos toxicas.

1.5 Limitaciones de la investigacion

El estudio no presentd limitaciones.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
2.1.1 Antecedentes nacionales

Candiotti (2020) tuvo por objetivo “Evaluar la actividad antioxidante y
hepatoprotectora del zumo de taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) en ratas
con hepatotoxicidad inducidas a hepatotoxicidad por paracetamol”. Formaron 5
grupos con 5 dosis de tratamientos, a quienes se les indujo a hepatotoxicidad con
paracetamol a dosis de 300 mg/kg, por 11 dias se les administro silimarina 100
mg/kg + paracetamol 300 mg/kg; zumo 1mL/kg + paracetamol 300 mg/kg; zumo 5
mL/kg + paracetamol 300 mg/kg para finalmente ser sacrificados. Obteniendo que
el zumo del fruto taperiba disminuiria significativamente (p<0.05) los niveles de
lipoperoxidacion, por lo que concluyeron que el zumo del fruto taperiba presenta

propiedades hepatoprotectoras (28).
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Enciso et al. (2020) tuvieron como objetivo “Determinar el efecto
hepatoprotector y actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del fruto de
dos variedades de Opuntia megacantha (Tuna). Para ello se distribuyeron
aleatoriamente 7 grupos de 5 animales, donde se administraron los siguientes
tratamientos, al grupo | se le administré suero fisioldgico, al grupo 11 se administrd
tetracloruro de carbono, al grupo Il se administrd silimarina, a los grupos IV y V
se les administro extracto de tuna morada a dosis de 250 y 500 mg/kg y a los grupos
VIy VIl se les administrd tuna anaranjada a dosis de 250 y 500 mg/kg. Se realizaron
estudios histopatologicos donde se demostrd la proteccién de los frutos de O
Megacantha frente al dafio causado tetracloruro de carbono, la variedad morada
presentd mayor contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en relacién
con la variedad anaranjada (p<0,05). Concluyendo que el extracto hidroalcoholico
de la tuna morada y anaranjada (Opuntia megacantha) tiene efecto hepatoprotector
(29).

Rey (2017) tuvo como objetivo “Determinar la actividad hepatoprotectora de
Ananas comosus (pifia) en ratas con intoxicacion hepatica inducida por isoniacida”.
Se distribuyeron aleatoriamente 24 ratas en 4 grupos a quienes por 14 dias se les
administraron los siguientes tratamientos, al grupo I: dieta y agua, al grupo II:
isoniacida 50 mg/kg, al grupo Il silimarina 200 mg/kg + isoniacida 50 mg/kg y al
grupo IV: pifia 400 mg/kg + isoniacida 50 mg/kg. A quienes se les midio un puntaje
necro-inflamatorio. Donde el grupo Il presentdé mayor dafio (4.17 +1.33) en
comparacion con los grupos | (0.67 £ 0.82), 111 (3.33 £ 1.37) y IV (1.67 £0.52) y de

acuerdo con el analisis morfoldgico a nivel macro y microscépico el grupo tratado
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con isoniacida y extracto acuoso de pifia se logra evidenciar una regeneracion de la
estructura del hepatocito. Concluyendo que el extracto acuoso de pifia tiene efecto
hepatoprotector (30).
2.1.2 Antecedentes internacionales

Sinaga et al. (2021) realizaron un estudio con el objetivo de “Investigar el
efecto hepatoprotector del extracto de semillas de Pandanus odoratissimus en ratas
inducidas con paracetamol”. Se utilizaron 30 ratas macho Sprague-Dawley, estas
se dividieron aleatoriamente en 6 grupos de 5 ratas, un grupo sirvié como control
sano y cinco grupos con hepatotoxicidad (control hepatotdxico y 4 grupos de
tratamiento) se administré un tratamiento oral, la hepatotoxicidad fue inducida por
paracetamol a dosis de 3g/kg, ademas se usaron tres diferentes concentraciones de
Pandanus odoratissimus (300, 600 y 900 mg/kg) y un grupo de silimarina a dosis
de 200 mg/kg a quienes se les administraron una dosis diaria por 14 dias, la
histopatologia de los higados se midié bajo un microscopio con 10 aumentos.
Obteniendo cambios histopatoldgicos inducidos por paracetamol, la fosfatasa
alcalina (ALP) y la y-glutamil transferasa (GGT) en suero de rata inducido con
paracetamol (p<0,05), el estudio histopatoldégico mostré una disminucion en el
grado de necrosis en las ratas tratadas con extractos de Pandanus odoratissimus.
debido a que Pandanus odoratissimus contiene agentes hepatoprotectores como
flavonoides, cumarina, tocoferol y compuestos organicos acidos polifuncionales.
Concluyeron que Pandanus odoratissimus mejoro el efecto hepatoprotector de una
manera dependiente de la concentracion al reducir las enzimas hepaticas y los

marcadores de proteinas (31).
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Zainul et al. (2020) tuvieron como objetivo “Investigar la actividad
hepatoprotectora y antioxidante del extracto de hoja de Dicranopteris linearis
(EADL) contra la intoxicacion hepatica inducida por paracetamol en ratas”. El
estudio in vivo involucré a seis grupos de ratas Sprague Dawley en ayunas durante
la noche, se prepararon soluciones de prueba [10% Dimetilsulfoxido (DMSO)
(normal), 10% DMSO (negativo), 200 mg/kg silimarina (positivo) y EADL (50,
250 0 500 mg/kg)] y se administro por 7 dias consecutivos el vehiculo fue oral y la
induccidn hepatotoxica se dio. a dosis de 3 g/kg de paracetamol. Se observa un alto
contenido fendlico total (p<0,05), pero bajo efecto antiinflamatorio, se detecto la
presencia de saponinas, taninos y flavonoides y un analisis adicional de High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) demostrd la presencia de rutina y
quercetina. Concluyendo que el acetato de etilo de D. linearis ejercio actividades
hepatoprotectoras y antioxidantes convirtiéndose en una nueva fuente para el
desarrollo de farmacos hepatoprotectores (32).

Al (2020) tuvo como objetivo “Investigar la hepatotoxicidad inducida por la
dosis terapéutica de paracetamol y el efecto de mejora de la coadministracion oral
de selenio/extracto de Tribulus terrestris (TT) en ratas”. Para ello se aleatorizaron
54 ratas Wistar albinas macho en 9 grupos de 6 ratas cada uno, y se les administro
paracetamol y TT por via oral por 30 dias de la siguiente manera: Control 2ml de
suero fisiologico, paracetamol a dosis de 470 mg/kg, selenio 2 mg/kgy TT 98
mg/kg y silimarina 200 mg/kg, se formaron grupos y se realizaron comparaciones
entre los grupos obteniendo los siguiente resultados a nivel histolégico donde el

extracto de selenio/TT mostr6 cambios de leve a normal el grupo de silimarina no
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mostraron cambios histopatologico. Concluyendo que la suplementacion con
Selenio/TT representaria un tratamiento contra la hepatotoxicidad por paracetamol

(33).

2.2 Bases tedricas

2.2.2 Estudio Botanico.

Raphanus sativus L. “rabano” es una de las raices mas importantes
econdmicamente, y es cultivado en los paises tropicales, se caracteriza por la

presencia de azufre en su composicion, ademas de ser un potente antioxidante (34).

Las raices del rabanito llevan colores intensos como son los rabanos rojos, blancos,
grisaceos y negros, tienen formas esféricas, ovaladas, el tallo es ramoso y velludo,
las hojas son &speras, tienen sabor picante y son comestibles, plantadas en verano,

primavera, invierno y otofio (35).

2.2.3 Taxonomia.

El rabano esta dentro de la familia de Cruciferas, originaria de la China (34).
2.2.4 Clasificacion taxonomica

Fue realizado por Bi6logo José Ricardo Campos de la Cruz.

* Reino: Plantae

* Divisién: Angioespermae
* Clase: Equisetopsida

»  Subclase: Magnoliidae

*  Supeorden: Rosanae

* Orden: Brassicales

»  Familia: Brassicaceae
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»  Género: Raphanus

»  Especie: Raphanus sativus L.

*  Nombre vulgar: “Rabanito”
2.2.5 Usos

Raphanus sativus (Rabano) pertenece a la familia Brassicaceae y es un tubérculo
ampliamente consumido en todo el mundo, las raices y hojas se consumen tanto
crudas como cocidas, debido a sus valores nutricionales como carbohidratos,
proteinas y grasas ademas de vitaminas solubles en agua como el complejo By la
vitamina C) y minerales (Ca, Fe, Mg, Zn, Mn, Ky P) y Fllor. Respecto a su valor
medicinal en la medicina popular, el rdbano se usa como remedio casero para el
tratamiento de muchas enfermedades como ictericia, calculos biliares,
enfermedades hepéticas, trastornos cardiacos, prolapso rectal, indigestion y otros
dolores gastricos debido a los compuestos bioactivos como glucosinolatos,
polifenoles e isotiocianatos (36) (37).
2.2.6 Metabolitos con actividad hepatoprotectora

La caracterizacion fitoquimica del jugo de rabano fresco revel6 la presencia de
compuestos sulfurados hepatoprotectores, fenoles y terpenoides, los compuestos
bioactivos, hepatoprotectores, como indol-3-carbinol, 3- [etoxi- (metiltio) metil]-2-
pirrolidintiona y 3-(E) -(metiltio) -metilen-2-pirrolidintiona (38).

Los Terpenoides son derivados del compuesto IPP (Isopentenil difosfato o "5-
carbono isopentenil difosfato™) que se forman en la via del &cido mevalénico, es un
grupo grande de metabolitos con actividad biolégica importante, entre ellos la
actividad antioxidante, antinflamatoria, los terpenos son los metabolitos

secundarios que dan las caracteristicas organolépticas (aromay sabor) de las plantas


https://www.quimica.es/enciclopedia/Terpenoides.html
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y que constituyen la mayor parte del aceite esencial producido por las plantas
aromaticas de otro lado los compuestos polifendlicos es un gran grupo y este abarca
a los flavonoides, para los cuales se ha reportado, actividad hepatoprotectora
mediante la disminucion del estrés oxidativo, es asi que también presentan efectos
inmunomoduladores, antinflamatorios, antifibroticos, secuestradores de radicales
libres y estabilizadores de membrana, los cuales pudieran estar contrarrestando el
estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y los cambios moleculares en el tejido
hepatico, ejerciendo los flavonoides dicho efecto protector sobre el tejido hepatico
(39). Un flavonoide presente en Raphanus sativus L., es el kaempferol este presenta
actividad antioxidante (alta potencia eliminadora de radicales) es importante
mencionar que la actividad antioxidante es el principal mecanismo de accién que
presentan estas sustancias con actividad hepatoprotectora (22).

El rdbano (Raphanus sativus L.) posee una considerable cantidad de antocianinas
glicosiladas, lo que lo convierte en una opcién viable como colorante natural en
alimentos, gracias a su notable estabilidad, estos pigmentos presentan propiedades
terapéuticas y farmacologicas, las cuales estan relacionadas con su actividad
antioxidante. Ademas, los pigmentos del rabano tienen gran relevancia tanto en el
ambito nutricional como medicinal, debido a los multiples beneficios que aportan a
la salud humana (40).

2.2.7 Hepatotoxicidad

La hepatotoxicidad es causada por la ingestion de compuestos quimicos u organicos
y se asocia con anomalias funcionales y/o estructurales del higado. El paracetamol

es uno de los farmacos mas utilizados debido a sus propiedades analgésicas y
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antipiréticas, bajo costo y facil disponibilidad, lo que conlleva a frecuentes
sobredosis y por ende a toxicidad hepatica y toxicidad directa por que se metaboliza

por glucuronidacion y sulfatacion (23) (41).

El paracetamol, un farmaco analgésico-antipirético ampliamente utilizado, en
sobredosis accidental (que puede ocurrir en alcohdlicos y ancianos) produce dafio
hepatico agudo, la unién covalente de un producto de oxidacion del paracetamol , es
decir, grupos de proteinas N-acetil-p-benzogquinoneimina y sulfidrilo, produce
necrosis celular y peroxidacion de lipidos, lo que provoca hepatotoxicidad que
conduce a un aumento de marcadoras como el aspartato aminotransferasa (SGOT),
glutamato piruvato transaminasa en suero (SGPT), alanina aminotransferasa (ALP)
y bilirrubina total (TB) (26). El paracetamol es un farmaco que puede causar dafio
hepético cuando se usa en grandes dosis, este proceso se lleva a cabo mediante la
formacion de radicales libres, estos radicales libres tienen la propiedad de oxidar
los lipidos de la membrana plasmatica, en este sentido, al introducir sustancias con
propiedades antioxidantes se pueden evitar o reducir los efectos toxicos antes

mencionados (42) (34).

2.2.8 Epidemiologia de la hepatotoxicidad
Mas de 900 farmacos identificados causan dafio hepatico, los farmacos representan
el 5% de las hospitalizaciones, el 10 % de los casos de hepatitis aguda, el 50 % de
la insuficiencia hepatica aguda y alrededor del 2 % de la enfermedad hepética

cronica, con 40.000 muertes por afo (43).



29

La insuficiencia hepatica en nifios por paracetamol representa el 15% de todos los
nifios con insuficiencia hepatica en el Reino Unido y EE. UU (37).

Se estima que la hepatotoxicidad ocurre en 1 de cada 600 a 1 de cada 3500 de todos
los ingresos hospitalarios, y se estima que los farmacos representan del 2 al 5 % de
los casos de ictericia, el 10% de las hepatitis y del 7 al 20% de insuficiencia hepética

fulminante (13).

2.2.9 Definicion de términos.

« Hepatoproteccion: Es la proteccidn del higado frente a los efectos nocivos y
antirradicalarios (44).

» Paracetamol: Conocido como acetaminofén, su mecanismo de accion es
mediante la inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas en el sistema nervioso
central y blogueando la generacion del impulso doloroso a nivel periférico,
cumple la funcién de analgésico y antipirético (45).

« Radicales libres: Son &tomos o0 moléculas que tiene un electron desapareado
por lo que son muy reactivos (46). Suelen ser especies muy reactivas y de vida
transitoria (47).

« Antioxidantes: Que inhibe o evita la oxidacion de una sustancia o especie
quimica (47).

« Hepatotoxicidad: Conjunto de efectos toxicos sobre el higado causados por la
inhalacion, la ingestion o la administracion parenteral de toxinas industriales,
de ciertas plantas o, sobre todo de medicamentos que ejercen una accion nociva

directa, idiosincrasica o de otro tipo (47).
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2.3 Formulacion de la hipdtesis
2.3.1 Hipotesis general
(H1) El extracto etanolico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” tiene
efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico inducido por
paracetamol.
(Ho) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” no tiene
efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico inducido por

paracetamol.

2.3.2 Hipotesis especifica
(H1) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” es
soluble en solventes.
(Hoz) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” no es
soluble en solventes.
(H2) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito”
presentan metabolitos con actividad hepatoprotectora.
(Ho2) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” no
presentan metabolitos con actividad hepatoprotectora.
(Hs) El extracto etanolico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 100 mg/kg tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico

inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatoldgico.



31

(Hos) El extracto etandlico del teqgumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 100 mg/kg no tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico
inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatologico.

(H4) El extracto etandlico del teqgumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 200 mg/kg tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico
inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatologico.

(Hoa) El extracto etandlico del tequmento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 200 mg/kg no tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico
inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatologico.

(Hs) El extracto etandlico del tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 400 mg/kg tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico
inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatologico.

(Hos) El extracto etandlico del teqgumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis
de 400 mg/kg no tiene efecto hepatoprotector en ratas Holtzman con dafio hepatico

inducido por paracetamol, mediante un analisis histopatologico.

CAPITULO I1I: METODOLOGIA
3.1 Método de investigacion
Se realizd un estudio comparativo, donde los grupos experimentales se compararon con el
grupo blanco y los grupos de control positivo y negativo (48).
3.2 Enfoque de la investigacion
La investigacion tiene enfoque cuantitativo, porque se establecio una relacion entre la causa

efecto (49).
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3.3 Tipo de la investigacion
Se realiz6 un estudio basico, donde confirmamos las propiedades del tegumento de

Raphanus sativus L. “rabanito” (49).

3.4 Disefio de la investigacion
Es un disefio experimental porque se manipulé una las variables de estudio (49). Se
agruparon en 6 grupos de 8 ratas a quiénes se les administré por 10 dias diferentes
tratamientos: agua (grupo blanco), Suero fisioldégico + paracetamol (grupo control
negativo), Silimarina + paracetamol (grupo control positivo), diferentes dosis de extracto
etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. (100m, 200mg y 400mg/kg) +
paracetamol, posterior a los 10 dias de tratamiento se sacrificaron los animales obteniendo
una muestra de higado.
3.4.1 Corte
Es transversal, porque por Unica vez se realizé el disefio experimental y las muestras
hepaticas fueron sometidos a examen histopatoldgico.
3.4.2 Nivel
Es explicativo porque se hall6 una relacion de explicacion o casualidad entre las
variables de estudio, que intenta encontrar las causas de los eventos, donde diferentes
tratamientos de tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” presentaron efecto a
nivel hepatico. (50).
3.5 Poblacién, muestra y muestreo
3.5.1 Poblacion: Conformada por ratas Holtzman machos entre 250+/-50g de peso
corporal a quienes se les administro extracto etanolico del tegumento de Raphanus

sativus L. “rabanito”.
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3.5.2 Muestra y muestreo: El muestreo fue de tipo probabilistico, donde todos los
animales de experimentacion fueron elegidos por eleccion al azar, la muestra estuvo
conformada por 48 ratas Holtzman y estas se dividieron aleatoriamente en 6 grupos
de 8 ratas cada uno (51).

3.5.3 Criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:
Ratas Holtzman machos.
Ratas Holtzman de 250 +/-50 g de peso corporal
Rabanos jovenes y de color rojo.
Rabanos limpios y en buen estado

Criterios de exclusion:
Ratas Holtzman que hayan sido utilizados anteriormente otros modelos
experimentales
Ratas Holtzman con caracteristicas apreciables de enfermedad.
Ratas con peso menor a 200g y mayor a 300g
Ratas sometidas a estrés y manipulacion
Rabanos morados o blancos
Rabanos deshidratados y viejos

Réabanos sucios y con defectos apreciables.

3.6 Variable y operacionalizacion

3.6.1 Variables
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Variables independientes: Extracto etandlico del tegumento de Raphanus
sativus L.

Variable dependiente: Efecto hepatoprotector.



3.6.2 Operacionalizacion

Tabla N 1. Operacionalizacion de las variables
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Variables Definicion Operacional Dimensiones Indicadores Esca_lq ,de Escala valorativa (niveles o
medicion rangos)
Evaluacion de las e Soluble = (+)
Variable 1: Independiente: caracteristicas fisicoquimicas Fisico quimico  Grado de Nominal e Insoluble = (-)
y fitoquimicas del extracto (Solubilidad) solubilidad
Extracto  etandlico etandlico del tegumento de
del tegumento de Raphanus sativus L.
Raphanus sativus L. “rabanito” obtenido a partir Fitoquimi Coloracia e Flavonoides P/A
“rabanito” de materia prima desecada, toguimica oforacion. Nominal e Alcaloides P/A
. cualitativa Precipitacion :
expuelsta I a  maceracion (Metabolitos e Esteroides, terpenos,
etanodlica al 70%) (52). . i
0) (52) secundarios) taninos P/A
Segun lesion e Normal =0
Variable 2: Dependiente: Proteccion del higado frente a histolégica . e Degeneracion leve = 1
los efectos nocivos (44). Grados de Ordinal. | Degeneracién moderada = 2
Efecto hepatoprotector lesiones e Necrosis. = 3
hepaticas
Segun la e Ninguna=0
extension de la Ordinal *® Focal=1
lesion e Difusa=2

leyenda: soluble (+), insoluble (-)
leyenda: presencia (P), ausencia (A)
leyenda :(P/A = presente/ausente)
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica
Se aplico latécnica de observacion a nivel histopatoldgico, esta técnica nos permitio
recoger datos segun el disefio de la investigacion, estos resultados nos permitieron
Ilegar a nuestro objetivo (53).

3.7.2 Descripcion de instrumento
Guia de Observacion
A: Pruebas de solubilidad: Se construyé una tabla de solventes que permitio
registrar la solubilidad o la insolubilidad del extracto etanolico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito”, la identificacion de la solubilidad fue mediante el
signo positivo (+) y la insolubilidad el signo negativo (-) (54).
B: Identificacibn de metabolitos: Se construyé una tabla de reacciones
fitoquimicas que permitio registrar la presencia o ausencia de principios activos
presentes en el extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito”,
donde la presencia se determin6 mediante la letra (P) y la ausencia mediante la letra
(A) (27).
C: Efecto hepatoprotector: El extracto etandlico del teqgumento de Raphanus
sativus L., la primera parte: comprende datos de los investigadores, fecha de
experimentacion, dosis experimentales, periodo de tratamiento, via de
administracion y peso de los animales de experimentacién, asi también la
identificacion de los grupos formados, La segunda parte comprende el disefio
experimental donde se muestra la distribucion de los grupos y los tratamientos que

fueron administrados, los resultados se presentaron en 2 categorias histolégicas,
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primero se evaluo el grado de lesion histoldgica (normal: 0, degeneracion leve: 1,
degeneracion moderna: 2 y necrosis: 3) y segundo se evaluo la extension de la lesion
(normal: O; focal: 1y difusa: 2) (55).

Procedimiento

. Colecta del tubérculo Raphanus sativus L. “rabanito”

La colecta del tubérculo Raphanus sativus L. “rabanito” se realizo en el distrito de
Puente Piedra, Lima.

. Preparacion del extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L.
“rabanito”

El tegumento seco de Raphanus sativus L., se macero en etanol al 70 % por 7 dias,
posteriormente se filtro, el solvente obtenido se sometié a temperaturas altas hasta
obtener el extracto del tegumento (52).

. Pruebas de solubilidad del extracto etanolico del tegumento de Raphanus
sativus L. “rabanito”

Se usaron 11 tubos de ensayo para realizar la prueba de solubilidad a cada tubo se
afiadi6 20 mg de extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L.
“rabanito” y se le afiadio 1mL de los diferentes solventes (54).

. Andlisis cualitativo preliminar del extracto etandélico del tegumento Raphanus
sativus L. “rabanito”.

Se utilizaron reacciones colorimétricas y de precipitacién que permitieron la
identificacion de principios activos del extracto etandlico del tegumento de
Raphanus sativus L. “rabanito” donde a 1 mL de las gotas problema se le agrega

gotas de los diferentes reactivos (27).
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Reaccion de FeCl3: La reaccion se torno verde-azulada lo que indico la presencia
de compuestos fenolicos.

Reaccion de Shinoda: La aparicion del color rojo indicé la presencia de
flavonoides, chalconas y auronas.

Gelatina NaOH: Un precipitado de color blanco indicé la presencia de taninos.
Reaccion de Dragendorff: Un precipitado anaranjado o rojo-anaranjado indico la
presencia de alcaloides.

Reaccion de Mayer: La presencia de turbidez de color blanco indicé la presencia
de alcaloides.

Reaccion de Lieberman-Burchardat: La formacion de color verde-azul,
anaranjado o rojo, indicé la existencia de triterpenoides o esteroides.

. Disefio experimental, hepatoprotector.

Se tomd en cuenta los disefios de propuestos de Huaman y Sanchez A, Sotomayor
G, 2019, (modificado), previo a los dias de experimentacion se formaron 6 grupos
de 8 animales, los animales estuvieron aclimatandose a temperatura constante de
22+2°C, con ciclos de 12 horas luz y oscuridad y alimentacion balanceada (56). (27)
Grupo blanco, recibié suero fisioldgico por via oral (10 ml/kg) por 10 dias.

Grupo control negativo, recibié 10 ml/kg de suero fisioldgico por vial oral, 1h
después se les administré paracetamol (400 mg/kg) a partir de 6to dia hasta
completar los 10 dias.

Grupo control positivo, recibid silimarina a dosis de 150 mg/kg por 10 dias, pero a
partir del 6to dia recibi6 paracetamol (400 mg/kg) por via oral hasta completar los

10 dias.
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Grupo experimental G1, se le administr6 100 mg/kg del extracto etandlico de
Tegumento de Raphanus sativus L., “rabanito” por 10 dias, pero a partir del 6to dia
recibio paracetamol (400 mg/kg) por via oral hasta completar los 10 dias.

Grupo experimental G2, se le administr6 200 mg/kg del extracto etandlico de
Tegumento de Raphanus sativus L., “rabanito” por 10 dias, pero a partir del 6to dia
recibi6 paracetamol (400 mg/kg) por via oral hasta completar los 10 dias

Grupo experimental G3 se le administrd6 400 mg/kg del extracto etandlico de
Tegumento de Raphanus sativus L., “rabanito” por 10 dias, pero a partir del 6to dia

recibi6 paracetamol (400 mg/kg) por via oral hasta completar los 10 dias.

Al término de la administracion de los tratamientos los animales fueron sacrificados

por sobredosis de pentobarbital 40 mg/kg por via intraperitoneal (27).

Estudios histopatol6gicos.

La unidad de analisis del estudio fue las muestras de tejido hepatico, que se obtuvo
partir de los higados de las ratas Holtzman, para ello se realizé una laparotomia
abdominal para extraer una muestra de higado, los cuales fueron lavados con
solucion salina y almacenados en solucion de formalina neutra al 10% para ser
analizado por un especialista médico pat6logo (57).

Validacion del instrumento

Se elaboré un instrumento que tuvo como base, estudios similares a la
investigacion. Las guias de observacion fueron validadas por juicio de expertos,

siendo los validadores la Dra. Lurdes Condori Huancacuri (UPNW), Dr. Jorge Luis
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Arroyo Acevedo (UNMSM) y Dr. Martin Yovanny Condorhuaméan Figueroa
(UNMSM).
3.7.4 Confiabilidad del instrumento
Para hallar la confiabilidad del instrumento se utiliz6 una técnica de consistencia
interna y asi verificar si los items del instrumento son consistentes entre si
utilizando como medidas estadisticas el coeficiente de Cronbach, obteniendo un
valor de 0.92, lo que sugiere que el instrumento tiene una excelente consistencia
interna, indicando que las mediciones de dafio hepatico en las ratas a través de las
dos variables (grado y extension de la lesidn) son altamente confiables.
Para evaluar la confiabilidad de los instrumentos, se utilizé el software estadistico
SPSS version 22.
3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

Se usaron los programas Microsoft Office 2018 y SPSS version 22, los datos obtenidos

se descargaron en una hoja Excel, los resultados se presentaron en media de los grupos y

mediante un analisis de varianza (ANOVA) se determin0 la significancia estadistica de

los grupos tratados, considerando un valor de p inferior a 0,05.

3.9 Aspectos éticos
El presente estudio fue evaluado por el Comité de Etica de la Universidad Norbert
Wiener, asi mismo se tomod en cuenta las recomendaciones del uso de animales de
investigacion del Instituto Nacional de Salud (INS), respecto a la minimizacién del dolor,
entrenamiento de personal y condiciones de vida de los animales de experimentacion (58).
Ademas, ello se aplicd un protocolo de bioseguridad segun las normas para realizar

estudios experimentales (Anexo 8).
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1. Previa la experimentacion los investigadores recibimos capacitacion de un personal
calificado y entrenado en dichos procedimientos experimentales.

2. Se utilizaron procedimientos que involucraron la utilizacion de animales de
experimentacion, para ello propuso un disefio experimental donde se usé la minima
cantidad de ratas.

3. Antes de la ejecucion del disefio experimental, los animales recibieron condiciones
de vida adecuada, como son el confort, alojamiento, alimentacion.

4. Durante la ejecucion del disefio experimental se evitd y minimizo cualquier tipo de
molestias, maltratos, distrés y dolor a los animales, consistente con un buen disefio
de investigacion.

5. Al finalizar el experimento los animales fueron sometidos a eutanasia,
(recomendaciones del Colegio Médico Veterinario), en nuestra experimentacion se

aplico pentobarbital.

Asi también se tomo en cuenta los Principios del Institutos Nacionales de Salud de los
EEUU quien recomienda que el personal debe ser entrenado en la experimentacion animal
en cuanto a la sedacién, analgesia y anestesia apropiadas para evitar la duplicidad
innecesaria de experimentos, asi obtener criterios oportunos en la intervencion vy
prevencion del dolor o estrés, de la misma manera aplicar el uso de métodos de eutanasia
apropiados es asi que se resumen en las famosas 3R’S de Rusell y Burch reduccion: a partir
de uso de pocos animales, Refinamiento: métodos que alivian o minimizan el dolor
potencial y la angustia para mantener al animal, remplazo; se pueda usar otros

procedimientos cientificos (59).
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Resultados

4.1.1 Andlisis descriptivos de resultados

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto etandlico del tegumento Raphanus

sativus L.

Caracteristica

Extracto etandlico del tegumento de Raphanus

sativus L

Olor
Sabor
Textura

Color

Sui generis
Amargo-picante
Viscoso

Marrén

Tabla 3. Solubilidad del extracto etanolico del tegumento de Raphanus sativus L.

Solventes Solubilidad
Agua destilada +
Metanol +
Etanol +
Acetona -
Butanol -

Acido acético
Cloroformo
Eter etilico
Benceno

n — hexano

Eter de petroleo

Leyenda: Soluble (+); Insoluble (-)

En la tabla N 3, se observa la solubilidad del extracto etandlico del tegumento de

Raphanus sativus L. siendo soluble en agua destilada, etanol y metanol.



Tabla 4. Metabolitos del extracto etandlico del tegumento Raphanus sativus L.

Reacciones de

caracterizacion Metabolitos Resultados
AlCls 1% Flavonoides P
FeCls 1% Compuestos fenolicos P
Shinoda Flavonoides P
Prueba de gelatina/ NaOH Taninos P
Dragendorff Alcaloides P
Mayer Alcaloides P
Popoff Alcaloides P
Sonnenschein Alcaloides s)
Wagner Alcaloides P
Liebermann- Burchard Esteroides y/o triterpenos P
Salkowski Esteroides P

Leyenda: Presencia (P), Ausencia (A)
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En latabla N 4, se observa la presencia de metabolitos activos como son los flavonoides,

compuestos fenodlicos, taninos, alcaloides, esteroides en el extracto etandlico del

tegumento Raphanus sativus L.
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Tabla 5. Efecto hepatoprotector del extracto etanolico del tegumento Raphanus sativus L. segun

el tipo de lesion histoldgica

Grados de
IGr'a,do de Tratamientos lesion
esion
N Media
Blanco (Suero fisiologico, 10 ml/kg) 8 0
Control Negativo, (paracetamol 400mg/kg) 8 3
Control Positivo, (silimarina 150mg/kg. + paracetamol 400mg/kg) g 1
Segunel  G. Experimental 1, (100mg/kg del extracto etandlico del
tligsc;édr? tegumento de Raphanus sativus L. + paracetamol 400mg/kg) 8 28
histologica G- Experimental 2, (200mg/kg del extracto etandlico del
tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg) 8 13
G. Experimental 3, (400mg/kg del extracto etanolico del
8 1.3

tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg)

En la tabla 5, se observa el efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento Raphanus
sativus L., frente a dosis de paracetamol de 400mg/kg. y segun el tipo de lesidn histoldgica, se
observa que el grupo control negativo, (paracetamol 400mg/kg) y grupo experimental 1,
(100mg/kg del extracto etanolico del tegumento de Raphanus sativus L. + paracetamol 400mg/kg)
presenta un tejido hepatico necrético (3-2.8) y el grupo control positivo, (silimarina 150mg/kg. +
paracetamol 400mg/kg); grupo experimental 2, (200mg/kg del extracto etandlico del tegumento
de Raphanus sativus L. + paracetamol 400mg/kg) y grupo experimental 3, (400mg/kg del extracto
etanolico del tegumento de Raphanus sativus L. + paracetamol 400mg/kg) presenta un tejido

hepético con lesion leve (1-1.3).
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Tabla 6. Efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L.

Segun la extension de la lesién

Grados de
Grg/do de Tratamientos lesion
lesion
N  Media
Blanco (Suero fisiologico, 10 ml/kg) 8 0
Control Negativo, (paracetamol 400mg/kg) 8 2
Control Positivo, (silimarina 150mg/kg. + paracetamol 8 1
) 400mg/kg)
Segun la
extension  G. Experimental 1, (100mg/kg del extracto etandlico del 8 18
de la lesién tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg) '
G. Experimental 2, (200mg/kg del extracto etanolico del 8 1
tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg)
G. Experimental 3, (400mg/kg del extracto etanolico del 8 13

tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg)

En la tabla 6, se observa los grados de lesion del efecto hepatoprotector del extracto etandlico de

Raphanus sativus L., y segun la extension de la lesién histologica, el grupo control negativo,

(paracetamol 400mg/kg) y grupo experimental 1 (100mg/kg del extracto etanolico del tegumento

de Raphanus sativus L. + paracetamol 400mg/kg) se observa una lesién difusa (1.8 — 2) y el grupo

control positivo, (silimarina 150mg/kg + paracetamol 400mg/kg); grupo experimental 2,

(200mg/kg del extracto etanolico del tegumento de Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg)

y grupo experimental 3 (400mg/kg del extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. +

paracetamol 400mg/kg) se observa una lesion focal (1 - 1.3).
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3.5
3
3
2.5
2 1.8
1.5 1.3 1.3 13
1 1 1
1
0.5
0 0
0
Blanco Control Negativo Control Positivo G Exp.1, G Exp. 2, G Exp. 3,
(100mg/kg) (200mg/kg) (400mg/kg)

M Tipo de lesion ™ Extension de la lesidn

Figura 1. Grados de lesion del efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de

Raphanus sativus L., segun el tipo de lesion y la extension de la lesion.

En la figura 1, se observa las medias del tipo de lesion (barra azul) y las medias de la extension de
la lesion (barra Naranja); donde segln el tipo de la lesion se mide en: 0: normal; 1: degeneracion
leve; 2: degeneracion moderada; 3: necrosis y segun la extension de la lesion se mide en 1:
extension focal; 2: extension difusa, donde segun el tipo y la extension de lesion del grupo control

negativo es similar al G Exp. 1, y el grupo control positivo es similar G Exp. 2y G Exp. 3,
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Tabla 7. Tipos de lesion del efecto hepatoprotector del extracto etandlico del tegumento de

Raphanus sativus L.

Tipos de lesion

Grupos Degeneracion Necrosis Extension
Leve Moderada focal difusa

Control Negativo, (paracetamol 400mg/kg) X X
Control Positivo, (silimarina 150mg/kg) X X
Experimental 1, (100mg/kg del extracto
etandlico del tegumento de Raphanus

. X X
sativus L)
Experimental 2, (200mg/kg del extracto
etandlico del tegumento de Raphanus

. X X
sativus L).
G. Experimental 3, (400mg/kg del extracto
etandlico del tegumento de Raphanus X X

sativus L)

En la tabla 7, se observa la distribucién de los tipos de lesion por grupo experimental donde: el
grupo control negativo, presenta lesion necrdtica y extension difusa, el grupo control positivo,
presenta degeneracion leve y extension focal, el grupo experimental 1 presenta necrosis y
extension difusa, por otro lado, el control positivo y los grupos experimentales 2 y 3 presentan

degeneracion leve y extensién focal.
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4.1.2 Histopatologia de las alteraciones hepaticas

Figura 2. Grupo Blanco: Suero fisioldgico, 10 ml/kg.

En la figura 2, Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloracion de hematoxilina eosina,
donde se observa un higado de estructura histoldgicay citoldgica dentro de rango de la normalidad,

con un diagnostico de higado histolégicamente normal.



49

Figura 3. Grupo Control Negativo: Paracetamol 400mg/kg

En la figura 3, Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloraciéon de hematoxilina eosina,
donde en todo el campo se aprecia un estado de degeneracidn hidropica severa (se aprecian areas
difusas claras en el citoplasma de los hepatocitos) que se intercalan con zonas de necrosis (area

delimitada de azul). Con un diagndstico de degeneracién y necrosis hepatica difusa.
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Figura 4. Grupo Control Positivo: Silimarina 150mg/kg. + Paracetamol 400mg/kg.

En la figura 4. Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloracion de hematoxilina eosina,
donde se observa un tejido hepatico con predominio de hepatocitos sin alteraciones, solo con un

foco pequefio presenta tumefaccion turbia. Teniendo un diagndstico de degeneracion hepatica leve

y focal.
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Figura 5. Grupo experimental 1: 100mg/kg de extracto de tegumento Raphanus sativus L+
Paracetamol 400mg/kg.

En la figura 5, Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloracion de hematoxilina eosina,
donde se observa un higado con degeneracién hidropica severa con foco de necrosis, donde las
flechas negras sefialan a los hepatocitos con degeneracion hidropica y flechas rojas: delimitando
la zona de necrosis, obteniendo un diagnostico de necrosis hepatica difusa, lo que evidencia que

100 mg de extracto de Rabanito no son protectores contra el Paracetamol.
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Figura 6. Grupo experimental 2: 200mg/kg de extracto del tegumento Raphanus sativus L+
Paracetamol 400mg/kg.

En la figura 6, Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloracion de hematoxilina eosina,
donde se observa un higado con degeneracion hidrdpica leve sin necrosis, donde las flechas negras
sefialan a los hepatocitos con degeneracion hidropica teniendo un diagnostico de degeneracion
hepatica leve y focal, lo que evidencia que 200 mg de extracto de rabanito logran un efecto

protector significativo contra el Paracetamol.
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Figura 7. Grupo experimental 3: 400mg/kg de extracto del tegumento de Raphanus sativus L+
Paracetamol 400mg/kg.

En la figura 7, Se observa la vista de microscopio a 40x, con coloraciéon de hematoxilina eosina,
donde se observa un higado con pequefios focos de degeneracidn hidrdpica sin necrosis, donde las
flechas negras sefialan a los hepatocitos con degeneracion hidrépica, teniendo un diagnostico de
degeneracion hepatica leve y focal, lo que evidencia que 400 mg de extracto de Rabanito logran

un efecto protector significativo contra el paracetamol.
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4.1.3 Prueba de hipotesis
La significancia estadistica se determiné a través de un ANOVA en el programa
estadistico SPSS version 22, considerando a p < 0.05 como significativo, donde se acepta

la hipdtesis.

4.1.4 Discusion de resultados
Raphanus sativus L. pertenece a la familia Brassicaceae, es un tubérculo muy consumido
en todo el mundo, varias investigaciones han demostrado los valores nutricionales y
medicinales del Raphanus sativus L., desde la antigiedad se han utilizado para el
tratamiento de trastornos estomacales, infecciones urinarias, inflamacion hepatica,
trastornos cardiacos y Ulceras en la medicina popular, el potencial farmacéutico de los

rabanos se atribuye a la presencia de sus beneficiosos metabolitos secundarios.

Nuestra investigacion tiene el interés de validar las propiedades hepatoprotectoras,
previamente se realizd pruebas de solubilidad y tamizaje fitoquimico al extracto etanolico
del tegumento de Raphanus sativus L. En la fitoquimica los solventes se usan para extraer
metabolitos secundarios, por ello es importante determinar la solubilidad de los extractos
de las plantas. Nuestra investigacion realizo pruebas de solubilidad, donde al mezclar el
extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L con diferentes solventes, se
obtuvieron mejores resultados con metanol, etanol y agua, a diferencia de los solventes
menos polares como cloroformo, éter etilico, benceno, n — hexano, etc., este resultado se
apoya en lo reportado por Anguloye en el 2020 (60), quien comparo la solubilidad de los
solventes agua destilada, etanol y cloroformo, donde los mayores resultados respecto al

rendimiento fueron para etanol respecto a los otros solventes, al etanol se le atribuyo la
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capacidad de extraer compuestos bioactivos como taninos, saponinas, flavonoides,
alcaloides, fenoles y esteroides. Por otro lado, Garcia en el 2016 (61), determiné la

eficiencia del etanol al 96 % alcanzando un 87% de eficiencia como solvente.

La solubilidad depende principalmente de factores como la polaridad, el tamafo de
particula y la naturaleza 4cida o bésica del compuesto analizado, la solubilidad del
extracto se encuentra relacionada con la polaridad del solvente, una sustancia se considera
soluble en agua cuando por lo menos se disuelve en una relacion de 3 g por 100 ml de

disolvente (62).

Por otro lado las reacciones cualitativas, como son las reacciones de coloracion
precipitacion, nos permitieron identificar metabolitos secundarios como flavonoides,
taninos, alcaloides y esteroides en el extracto etandlico del tegumento de Raphanus
sativus L. Resultados similares a los que encontraron Hanlon en el 2011 (24) y Castro en
el 2013 (63), quienes determinaron concentraciones mayores de glucosinolatos (como
metabolito principal), isotiocianatos, fendlicos y antocianinas. Manivannan et al., en el
2019 (38), encontraron glucosinolatos, polifenoles e isotiocianatos, Lee en el 2012 (64)
determind que los principales componentes del rabano son el isotiocianato de 4-(metiltio)-
3-butenilo, isotiocianato de alilo, isotiocianato de bencilo e isotiocianato de fenetilo,
también encontr6 flavonoides como glucésidos de kaemferol, peroxidasas y
antioxidantes. Estudios més recientes como el de Na, et al., en el 2021 (6) identificaron
la presencia de alcaloides, glucosidos, saponinas , taninos, carbohidratos y compuestos
fenolicos. Gao en el 2022 (65), identificaron mas de 70 constituyentes quimicos, incluidos

glucosinolatos y derivados que contienen azufre, sucrésidos de fenilpropanoides,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/saponin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tannin
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/carbohydrate
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pequefios acidos organicos y derivados, glucésidos de flavona, alcaloides, terpenoides,

esteroides, oligosacaridos, etc.

Como vemos los resultados de los estudios en mencion, son similares, respecto a la
presencia e identificacion de los metabolitos secundarios, sin embargo, las diferencias se
deben a factores externos, como son los métodos de identificacion (tamizaje fitoquimico,
espectrofotometro de masas, cromatografias de gases), tipo de extraccion, solvente, parte

de la planta usada, estaciones afo, tipo de suelo, etc.

Varios investigadores han reportado efectos hepatoprotectores de Raphanus sativus L.,
por ejemplo Takaya et al. En el 2003 (66), demostraron que los polifenoles como el &cido
sinapico y el acido ferdlico y los flavonoides como el kaempferol estan presentes en R.
sativus tienen propiedades antioxidantes (alta potencia eliminadora de radicales). Syed en
el 2014 (22) atribuye que la hepatoproteccion puede deberse a los principios antioxidantes
presentes en los extractos, como son los flavonoides, terpenoides y polifenoles. Parikh en
el 2015 (67) refiere que los compuestos fenolicos de las brasicaceases disminuyeron los
niveles de especies reactivas de oxigenos (ROS), en respuesta a la toxicidad por
paracetamol demostrandose asi el efecto hepatoprotector. Ahn en el 2018 (68), refiere
que el metabolito 3-(E)-(metiltio)metilen-2-pirrolidinetiona aumento significativamente
los efectos de eliminacion de radicales y la expresion del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf-2) en células de carcinoma hepatocitos humanos (HepG2)
tratadas con acido oleico lo que sugieren que el tratamiento con Raphanus sativus L.,
reduce la acumulacion de lipidos en la esteatosis de células HepG2 inducida por acido

oleico y tiene un efecto hepatoprotector contra la lesion hepatica posiblemente a través


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4202426/#R35
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de efectos antioxidantes mediados por la expresion del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf-2) y la hemo oxigenasa-1 (HO-1) (Nrf-2/HO-1).
Hwang en el 2022 (2), refiere que el glucosinolato posee varios efectos fisioldgicos, como
son las actividades antiinflamatorias, anticancerigenas y hepatoprotectoras. Los extractos
de rabano regulan el estrés oxidativo y la apoptosis activando el factor Nrf2., este efecto
puede atribuirse al glucosinolato, un compuesto de Brassicaceae que contiene azufre que

se encuentra principalmente en la familia Brassica.

La hepatotoxicidad inducida por farmacos es la causa mas frecuente de insuficiencia
hepética aguda en Estados Unidos, debido a que el higado es responsable de concentrar y
metabolizar la mayoria de los medicamentos, entre los farmacos hepatotoxicos, el
paracetamol es el mas estudiado, pero una amplia gama de agentes farmacoldgicos puede
inducir dafio hepatico, incluidos anestésicos, anticancerigenos, antibioticos,
antituberculosos, antirretrovirales y medicamentos cardiacos, en la medicina tradicional

también existen hierbas hepatotoxicas (69).

El paracetamol es el farmaco mas usado como antipiréticos y analgésico, sin embargo,
cuando se toma mas de una dosis aceptada puede causar insuficiencia hepéatica aguda, por
ello la Administracion de Medicamentos y Alimentos de EE. UU. (FDA) en el 2011

recomendé una dosis diaria de 49 (2).

Santa Cruz en el 2021 (70), refieren que una dosis de 200 mg/kg acetaminofén en ratas,
a nivel histolégico, presenta hipertrofia de células de Kupffer, necrosis severa y retencién
biliar y una dosis de 300 mg/kg de acetaminofén en ratones, se encontré alteracion de la

estructura hepatica, congestion parenquimal, incremento de las células de Kupffer y
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apoptosis. Hwang en el 2022 (2), comprobo que el paracetamol induce toxicidad hepatica,
lo que provoca inflamacion del tejido hepatico e infiltracion celular, sin embargo, los

sintomas se aliviaron de forma dosis dependiente con los extractos Raphanus sativus L.

Por otro lado, nuestra investigacion experiment6 una dosis de paracetamol de 400mg/kg
donde a nivel histoldgico se observa una degeneracion hidrdpica severa (se aprecian areas
difusas claras en el citoplasma de los hepatocitos) que se intercalan con zonas de necrosis,
diagnosticandose una degeneracion y necrosis hepética difusa. Diversos estudios han
tratado de explicar esta hepatotoxicidad, es asi que en 1896 Slattery, (71) refiere que el
paracetamol es el mejor ejemplo de los farmacos que causan hepatotoxicidad relacionado
con la dosis, una fraccion de paracetamol es metabolizada por CYP2E1, CYP1A2 y
CYP3A4 a un metabolito intermedio toxico (N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI))
que puede interactuar con proteinas intracelulares e inducir la muerte de los
hepatocitos. EI NAPQI generado se une rapidamente al glutation (GST), lo que previene
los efectos toxicos, la hepatotoxicidad ocurre cuando se agota el GST o cuando la
generacion de NAPQI excede la capacidad de union de GST, el agotamiento de GST
como el aumento de la generacion de NAPQI desarrollan dafio hepatico grave incluso con
dosis bajas (2 a 4 g/dia) de paracetamol. Zubkova en el 2004 (72) refiere que el
paracetamol agota el GSH y causa dafio hepatico, el agotamiento de GSH reduce la
actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT),
provocando estrés oxidativo. McGill en el 2013 (73) y Yoon et al., 2016 (74) refieren
que el paracetamol en sobredosis causa disfuncion mitocondrial y necrosis
centrolobulillar en el higado, la inflamacidn de los organulos conduce a la necrosis celular

y la liberacion de contenidos mitocondriales, como el factor inductor de apoptosis (AlF)
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y la endonucleasa G (EndoG), que a su vez migran a los nucleos y causan la
fragmentacion del ADN, la inflamacién celular, la cariolisis, la cariorrexis, la
vacuolizacion, la inflamacion y la liberacion de contenidos celulares (alanina

aminotransferasa (ALT)) son procesos clave de la necrosis de hepatocitos.

La silimarina, un agente antihepatotdxico, extraido de las semillas y el fruto de Silybum
marianum o “Cardo Mariano”, conformado por silibinina, silidianina y silcristin, utilizado

como control positivo por su efecto regenerador, inhibidor y antioxidante (27).

Nuestra investigacion revela que el grupo control negativo (paracetamol 400mg/kg) vy el
grupo experimental 1 (100mg/kg de extracto de Raphanus sativus L+ 400mg/kg de
paracetamol) no son hepatoprotectores contra el paracetamol, porque histolégicamente se
evidencia una degeneracion hidropica severa y se intercalarian con zonas de necrosis lo
que se diagnostica como necrosis hepatica difusa. Resultados similares a Syed en el 2014
(22) donde el control negativo (CCl4) mostr6 una arquitectura del tejido completamente
destruida, marcada inflamacion y necrosis. Hwang en el 2022 (2). El dafio hepéatico por
sobredosis de paracetamol a nivel histol6gico mediante tincién con hematoxilina y eosina
se observé un cambio de color, inflamacién, infiltracion celular y congestion venosa

central del higado, confirmando que paracetamol induce toxicidad hepatica.

Por el contrario, el grupo experimental 2 (200mg/kg) y grupo experimental 3 (400 mg/kg)
lograron un efecto protector significativo contra el paracetamol, porque histolégicamente
se observa un higado con degeneracion hidrdpica leve sin necrosis (hepatocitos con
degeneracion hidrépica) lo que se diagnostica como degeneracion hepatica leve y focal.

Resultados similares a Syed en el 2014 (22) donde se evidencia hepatocitos preservados
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que tienen apariencia normal no hay signos de congestion ni de células inflamatorias
indebidas a dosis de 300mg/kg de Raphanus sativus L. Ahn en el 2018 (68) y Hwang en
el 2022 (2) refieren que los efectos hepatoprotectores Raphanus sativus L., mejoran a
medida que la dosis aumenta, (dosis dependiente) se evidencia notablemente un estado

histoldgico conservado en cuanto a la inflamacion y la infiltracion del tejido hepatico.

Por lo tanto, una dosis de 200 y 400mg/kg tienen efectos hepatoprotectores contra
paracetamol, estadisticamente significativo (p< 0.05) resultados similares al estudio de
Younus en el 2019 (75) donde una variedad de rdbano (Raphanus caudaus) a dosis de

250, 500 y 1000mg/kg no mostraron alteraciones histolégicas a nivel hepatico.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

>

El extracto etanolico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” es soluble en
agua, metanol y etanol.

El extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus L presenta metabolitos
activos como, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, alcaloides y esteroides.
Segun el analisis histopatoldgico una dosis de 100 mg/kg del extracto etanolico del
tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” no present6 efectos hepatoprotectores
inducida por paracetamol a 400mg/kg.

Segun el analisis histopatologico una dosis de 200 mg/kg del extracto etanolico del
tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” presentd efectos hepatoprotectores
inducida por paracetamol a 400mg/kg.

Segun el andlisis histopatoldgico de 400 mg/kg del extracto etandlico del tegumento
de Raphanus Sativus L. “rabanito” present0 efectos hepatoprotectores inducida por

paracetamol a 400mg/kg.

5.2 Recomendaciones

>

Realizar una identificacion de metabolitos secundarios a través meétodos mas
sofisticados como cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).
Identificar los mecanismos de los metabolitos activos responsables del efecto
hepatoprotector.

Aislar los metabolitos secundarios y preparar nutracéuticos hepatoprotectores.
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ANEXO 1: Matriz de consistencia.
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PLANTEAMIENTO

DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS JUSTIFICACION VARIABLE METODOLOGIA
Hipotesis de Tipo de investigacién: Comparativo, Cuantitativo, experimental y
Objetivo General investigacién (Hy): El El paracetamol transversal.
Determinar el efecto hepatoprotector del extracto extracto etanclico del (acetaminofén) es  un Poblacion: 48 ratas Holtzman (machos de 250+/-50g de peso corporal)
etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito” tegumento de medicamento  de  venta Muestra: Extracto etandlico del tegumento Raphanus sativus L. “rabanito”
sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol en ratas libre, que a dosis elevada Variables Recoleccion: Se colecto el tubérculo Raphanus sativus L. “rabanito” en

¢El extracto
etanélico del
tegumento de
Raphanus sativus
L. “rabanito”
tendra efecto
hepatoprotector

en ratas
Holtzman  con
dafio hepatico
inducido por

paracetamol?

Holtzman.
Objetivos especificos:

1. Realizar la prueba de solubilidad del extracto etanélico del

tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito”

. Verificar las pruebas de solubilidad del extracto etanélico

del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito”

. Identificar los metabolitos presentes en el extracto

etanélico del tegumento de Raphanus sativus L. “rabanito”

. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico del

tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis de

100 mg/kg inducido por paracetamol en ratas Holtzman.

. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanélico del

tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis de

200 mg/kg inducido por paracetamol en ratas Holtzman.

. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanélico del

tegumento de Raphanus Sativus L. “rabanito” a dosis de

400 mg/kg inducido por paracetamol en ratas Holtzman.

Raphanus Sativus L.
“rabanito” tiene efecto
hepatoprotector en

ratas Holtzman con

dafio hepético
inducido por
paracetamol.

Hipétesis nula (Ho):
El extracto etandlico
del tegumento de
Raphanus Sativus L.
“rabanito” no tiene
efecto hepatoprotector

en ratas Holtzman con

dafio hepético
inducido por
paracetamol.

produce dafio hepético (10).

Las enfermedades hepaticas
son responsables de altas
tasas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial

(21).

La proteccion hepatica de
Raphanus sativus L se debe
a la actividad antioxidante
de los metabolitos
secundarios  (polifenoles:
acido sinapico y 4cido
ferlico y flavonoides:

kaempferol) (65).

independientes
Extracto
etandlico  del
tegumento de
Raphanus
sativus L.

“rabanito”

Variable
dependiente
Efecto

hepatoprotector

el distrito de Puente Piedra localizado en el departamento de Lima.
Preparacion del extracto etandlico de Raphanus sativa L.
“rabanito”: El tegumento de Raphanus sativus L. se sometié a
maceracion etanélica al 70% por 7 dias.

Se sometieron a pruebas de: Solubilidad, reaccién colorimétrica y de
precipitacion que permitieron la identificar de metabolitos secundarios:
presentes en el del extracto etanélico de tegumento de Raphanus sativus
L. “rabanito”:

Disefio experimental: Induccién de hepatotoxicidad por paracetamol
propuesta por Gibson y col.1996. (76), con modificaciones propuestos
por Huaman y Sanchez A, Sotomayor G, 2019.

Estudios histopatolégicos: Se secciono aproximadamente 3g del I6bulo
mayor, el cual fue conservado en solucién de formol 10% en NaCl 0,9%,
para el estudio histopatolégico por tincién de hematoxilina-eosina.
Analisis Estadistico: Se determino la significancia estadistica a través
de un ANOVA obteniendo un p < 0.05.

Consideraciones éticas: Se sigui6 las recomendaciones del INS para el

tratamiento de animales de experimentacion.




ANEXO 2: Instrumentos

Instrumento de Identificaciéon de las Pruebas de solubilidad del extracto etanélico del

tegumento de Raphanus sativus L.

Solventes

Solubilidad

Agua Destilada

Metanol

Etanol

Acetona

Butanol

Acido acético

Cloroformo

Eter etilico

Benceno

n - hexano

Eter de petroleo

Leyenda

. Soluble (+); Insoluble (-)
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Raphanus sativus L.

Instrumento de Identificacion de metabolitos del extracto etanolico del tegumento de

Reacciones de Metabolitos Resultados
caracterizacion
AICI3 1% Flavonoides
FeCl3 1% Compuestos fendlicos
Shinoda Flavonoides
Prueba de gelatina/ NaOH Taninos
Dragendorff Alcaloides
Mayer Alcaloides
Popoff Alcaloides
Sonnenschein Alcaloides
wagner Alcaloides

Liebermann- Burchard

Esteroides y/o
triterpenos

Salkowski

Esteroides

Leyenda: Presencia (P), Ausencia (A)
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Instrumento de determinacion del Efecto Hepatoprotector del extracto etanolico del tegumento de Raphanus sativus L.

EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL TEGUMENTO DE Raphanus sativus L.

Responsables:

Fecha:

Peso: 200-300 g Dosis: Segun grupo experimental y peso de rata

Periodo de tratamiento: 10 dias de tratamiento, 400mg/kg de
paracetamol al 6to dia hasta el dia 10

Via de administracion: Oral C/24h

Grupos: 06 grupos experimentales

Identificacion de la rata: A1, A2, A3....F6, F7 Y F8

Grado de Lesion hepatica

erupe ﬁggun, L_esic’;n Segin I.iil S_egL’ln’ L.esic’)n Segun la Extension
istoldgica Extension histolégica
Al A5
o A2 A6
GB Control blanco, (suero fisioldgico) A3 A7
Ad A8
Bl B5
. B2 B6
GCN Control Negativo, (paracetamol 400mg/kg) B3 57
B4 B8
C1 C5
- A C2 C6
GCP Control Positivo, (silimarina 150mg/kg) C3 c7
C4 C8
D1 D5
GE1 G. Experimen_tal 1, (100mg/kg del extracto etanolico del tegumento de | D2 D6
Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg) D3 D7
D4 D8
El E5
GE2 G. Experimen_tal 2, (200mg/kg del extracto etanolico del tegumento de | E2 E6
Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg) E3 E7
E4 E8
F1 F5
GE6 G. Experimen_tal 3, (400mg/kg del extracto etandlico del tegumento de | F2 F6
Raphanus sativus L + paracetamol 400mg/kg) F3 F7
F4 F8

Leyenda donde: segun el tipo de lesion (normal: 0, degeneracion leve: 1; degeneracion moderada: 2; Necrosis: 3); y segun la extension de la lesion (ninguna: 0; Focal: 1, Difusa: 2).




Anexo 3: Validez del Instrumento

FORMATO DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

81

l. DATOS GENERALES
1. Apellidos y nombre del experto: CONDORHUAMAN FIGUEROA YOVANI MARTIN T
2. Cargo e institucion donde labora: UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN Calificacion
MARCOS MD |D|A | MA
3. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recoleccion de informacion 1 2 |3 |4
4. Autor (es) del Instrumento: Carlos Mario Aliaga Pastor y Cinthia Pierina Gutiérrez Cachique

1. ASPECTOS DE LA VALIDACION

Donde:

MD: Muy desacuerdo
D: En desacuerdo

A: de acuerdo

MA: Muy de acuerdo

Pertinencia: El item corresponde al
concepto tedrico formulado
Relevancia: EL item es apropiado para
representar al componente o dimension
especifica del constructo
Claridad: se entiende sin dificultad
alguna el enunciado del item es
conciso, exacto y directo.

SUGERENCIA
PERTINENCIA | RELEVANCIA CLARIDAD
M M
ITEM D |[DIAMA D DIAIMA |[MD |D [A |[MA
DIMENSION 1
Pruebas de
solubilidad 4 4 4
DIMENSION 2
Metabolitos 4 4 4
DIMENSION 3
Grados de lesion
hepética 4 4 4
Extension de la
lesion hepética 4 4 4

#

) g -
f - K

"Mg. condorhuaman Figueroa Yovani

Martin C.Q.F.P N° 07591

Fecha: 15/08/22




FORMATO DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

IIl.  DATOS GENERALES
5. Apellidos y nombre del experto: JORGE ARROYO ACEVEDO

6. Cargo e institucion donde labora: UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN

MARCQOS

~

Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Instrumento de recoleccién de informacion.

82

Calificacién

MD | D | A | MA

1 |2 ]33 |4

8. Autor (es) del Instrumento: Carlos Mario Aliaga Pastor y Cinthia Pierina Gutiérrez Cachique

IV. ASPECTOS DE LA VALIDACION

Donde:

MD: Muy desacuerdo
D: En desacuerdo

A: de acuerdo

MA: Muy de acuerdo

SUGERENCIA
PERTINENCIA | RELEVANCIA CLARIDAD
M M
ITEM D |D|A|MA D |D|/AIMA |MD |D |A |MA
DIMENSION 1
Pruebas de
solubilidad 4 4 4
DIMENSION 2
Metabolitos 4 4 4
DIMENSION 3
Grados de lesién
hepética 4 4 4
Extensioén de la
lesion hepatica 4 4 4

Pertinencia: El item corresponde al
concepto teodrico formulado
Relevancia: EL item es apropiado para
representar al componente o dimension
especifica del constructo

Claridad: se entiende sin dificultad
alguna el enunciado del item es
conciso, exacto y directo.

Mg. Jorge Luis Arroy

o Acevedo

C.Q.F.P N° 03689

Fecha: 21/08/22



FORMATO DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

V. DATOS GENERALES

9. Apellidos y nombre del experto: CONDORI HUANCACURI LURDES BERTHA
10. Cargo e institucion donde labora: UNIVERSIDAD NORBERT WIENER

11. Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recoleccion de informacion.
12. Autor (es) del Instrumento: Carlos Mario Aliaga Pastor y Cinthia Pierina Gutiérrez
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Calificacién

MD | D | A | MA

1 |2 ]33 |4

Donde:

MD: Muy desacuerdo
D: En desacuerdo

A: de acuerdo

MA: Muy de acuerdo

Cachique.
VI. ASPECTOS DE LA VALIDACION
SUGERENCIA
PERTINENCIA | RELEVANCIA CLARIDAD
M M
ITEM D |D|A|MA D |D|/AIMA |MD |D |A |MA
DIMENSION 1
Pruebas de
solubilidad 4 4 4
DIMENSION 2
Metabolitos 4 4 4
DIMENSION 3
Grados de lesion
hepética 4 4 4
Extension de la
lesion hepatica 4 4 4

Pertinencia: El item corresponde al
concepto teodrico formulado
Relevancia: EL item es apropiado para
representar al componente o dimension
especifica del constructo

Claridad: se entiende sin dificultad
alguna el enunciado del item es
conciso, exacto y directo.

Dra. Condori Huancacuri Lurdes

Fecha: 25/08/22
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Anexo 4: Confiabilidad del instrumento

Confiabilidad del instrumento para determinacion del efecto hepatoprotector del extracto

etandlico del tegumento de Raphanus sativus L. utilizando el coeficiente de Cronbach.

Estadisticos de confiabilidad

item Evaluado Media del item  Varianza del Correlacion Alfa de
item item-Total Cronbach si se
elimina el Item
Grado de lesion 1.60 1.54 0.841 0.824
hepética
Extension de 1.10 0.57 0.841 0.824
lesion hepatica
Consistencia 0.920
total (Global

Coeficiente de a Cronbach cercano a 1: Indica una alta consistencia interna, lo que significa que
los items estan bien relacionados entre si y miden el mismo constructo.



Anexo 5: Aprobacion del comité de ética

uv COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA
Univarsidac INVESTIGACTION
Norbert Wiener

CONSTANCLA DE APROBACION

Lima, 06 de setiembre de 2023

Investigador(a)

Carlos Mario Aliaga Pastor

Cinthia Pierina Gutiérrez Cachigque
Exp. N°: (918-2023

De pu consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica para la investigacidn de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
evalud ¥ APROBO los signientes documentos:

+ Protocolo titulade: “EVALUACION DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR
DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL TEGUMENTO DE Raphanus sativas
L. “RABANITO” SOBRE LA HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR
PARACETAMOL EN RATAS HOLTZMAN"" Version 01 con fecha
05/09/2023.

El cual tiene como investigador principal al So{a) Carlos Mano Aliaga Pastor y Cinthia
Pierina Gutiérrez Cachigue v a los investigadores colaboradores (no aplica)

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas pricticas éticas, el balance
riesgo/beneficio, la calificacidn del equipo de investigacién vy la confidencialidad de los
datos, entre ofros.

El investigador debera considerar los siguientes puntos detallados a continnacion:

1. La vigencia de la aprobacion es de dos afios (24 meses) a partir de la emision
de este documento.

1. ElInforme de Avances se presentara cada 6 meses, y el informe final una vez
concluido el estudio.

3, Toda enmienda o adenda se debera presentar al CIEILUPNW v no pedra
implementarse sin la debida aprobacion.

4. 5i aplica, la Renovacién de aprobacién del provecto de investigacion debera
imiciarse treinta (30) dias antes de la fecha de vencimiento, con su respectivo
informe de avance.

Es cpanto informe a usted para su conocinuento y fines pertinentes.

Atentamente,

. Univrghoag
Yenny }gﬁism Bellido Fuente \“5”\% , J

Presidénta del CIEL- UPNV e

Av. Atequipa 440 - Sania Beairiz
Universidad Privada Norbert Wisner
Teléfono: 706-5555 amexo 3280 Cel 951-000-698
o o
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Anexo 6: Programa de intervencidn (para estudios experimentales)
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Cronograma de actividades

Actividades 2023 - 2024 Jul | Ago | Set | Oct | Nov | Dic | Ene | Set | Oct
2023 | 2023 | 2023 | 2023 | 2023 | 2023 | 2024 | 2024 | 2024

Revision y  blsqueda | X X

bibliogréfica

Presentacion del proyecto de X

investigacion al comité de

ética de la Universidad

Norbert Wiener

Aprobacion del proyecto de X

investigacion

Colecta  del  tubérculo X

Raphanus sativus L de la

muestra

Preparacion del extracto X

etandlico

Pruebas de solubilidad y X

analisis cualitativo

preliminar  del extracto

etandlico.

Adquisicién y aclimatacion X

de los modelos biolégicos

(ratas Holtzman)

Ejecucion del disefio X

experimental

hepatoprotector.

Estudios histopatoldgicos X

Procesamiento estadistico X

Redaccion del informe final X X X

de tesis

Presentacion del informe X

final de la tesis ante el jurado

evaluador.

Aprobacién  del informe X

final de tesis

Sustentacion de tesis X
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Anexo 7: Reporte de similitud de Turnitin

Similarity Report
PAPER NAME AUTHOR
EFECTO HEPATOPROTECTOR DELEXTR Carlos Aliaga
ACTO ETANOLICO DEL TEGUMENTO DE
Raphanus sativus L. RABANITOS 31.09.2
WORD COUNT CHARACTER COUNT
15028 Words 89180 Characters
PAGE COUNT FILE SIZE
95 Pages 12.2MB
SUBMISSION DATE REPORT DATE
Oct1, 2024 2:20 PM GMT-5 Oct 1, 2024 2:21 PM GMT-5

® 17% Overall Similarity

The combined total of all matches, including overlapping sources, for each database.
+ 15% Internet database + 3% Publications database
» Crossref database + Crossref Posted Content database

+ 10% Submitted Works database

® Excluded from Similarity Report

+ Bibliographic material + Quoted material

» Cited material + Small Matches (Less then 10 words)

Summary
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Anexo 8: Protocolo de Seguridad y Bioseguridad de Laboratorio.

Protocolos de Bioseguridad

Elementos de proteccion personal (EPP) para uso en el laboratorio

Los profesores y los asistentes de gestion de los laboratorios deben utilizar los siguientes
equipos de proteccion personal (EPP):

Bata blanca limpia de material antifluido, de manga larga, que cubra al menos hasta las
rodillas y esté completamente ajustada.

Guantes de nitrilo, mascarilla, gafas de seguridad y careta.

Por su parte, los estudiantes deben llevar los siguientes EPP:

Bata blanca limpia de material antifluido, de manga larga, que cubra al menos hasta las
rodillas y esté completamente ajustada.

Guantes de nitrilo, mascarilla y gafas de seguridad, siendo recomendable el uso de
careta.

Normas de Bioseguridad

Antes de entrar al laboratorio, es indispensable lavarse las manos con agua y jabén,
seguido de una desinfeccion con gel antibacterial. Se debe respetar el aforo méaximo
permitido para mantener el distanciamiento social.

Cada estudiante debe traer sus propios Utiles, como esfero y libreta de apuntes, sin
compartir estos elementos. Las puertas deben mantenerse abiertas para evitar el contacto

frecuente.
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Para ingresar al laboratorio, se recomienda vestir ropa que cubra brazos y piernas, usar
zapatos cerrados y sin tacones altos, y en caso de tener el cabello largo, llevarlo recogido.
Es importante conocer la ubicacién de la ducha de seguridad, el extintor, los recipientes
de desecho, y la bolsa roja para residuos bioldgicos. Ademas, los estudiantes deben haber
preparado previamente su trabajo.

Se debe usar con moderacion los reactivos e insumos del laboratorio y mantener orden
y limpieza en el area de trabajo. Seguir las instrucciones del profesor en todo momento
y devolver los reactivos a su lugar, evitando cruzar pipetas para no contaminar los
reactivos.

Esta prohibido pipetear con la boca, debiendo usarse peras de succion. No se deben
inhalar, aspirar ni probar sustancias quimicas, y las sustancias inflamables deben
mantenerse alejadas de fuentes de calor. Para proteger el meson durante trabajos con
colorantes o material corrosivo, utilizar papel craft y limpiar los materiales en el mismo
lavabo.

Verificar el correcto funcionamiento de los equipos antes de usarlos y, al finalizar,
desconectarlos y entregarlos limpios. Durante las practicas, el profesor y los asistentes
supervisaran el uso adecuado del equipo y el cumplimiento de las normas de
bioseguridad.

En caso de accidente, notificar de inmediato al profesor o asistente, evitando conductas
riesgosas. Desechar los residuos en los colectores apropiados. Los residuos bioldgicos
deben ir en la bolsa roja y los objetos corto punzantes en el guardian, siguiendo la ruta

sanitaria establecida por la universidad.
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Al concluir el trabajo:

Asegurarse de cerrar adecuadamente los frascos que contienen reactivos.

Entregar todo el material de forma completa y limpio.

Limpiar el area de trabajo y organizar las sillas.

Desechar todos los elementos de proteccion personal desechables en el contenedor con
bolsa roja.

Quitarse la bata al salir del laboratorio.

Lavarse las manos con agua y jabon, y desinfectarlas con gel antibacterial.

Fuente: Protocolo de seguridad y bioseguridad de laboratorios en la facultad de medicina humana

USMP,

2019. Apartado 7. Disponible en: https://medicina.usmp.edu.pe/wp-

content/uploads/protocolos/Bioseguridad-2019.pdf.



Anexo 9: Identificacion boténica de la planta

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO

C.B.P.3796
Cel: 963689079
Email: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO. CBP 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES
Y PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUCION DIRECTORAL N.2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.
CERTIFICA:

Que, ALIAGA PASTOR, Carlos Mario y GUTIERREZ CACHIQUE, Cinthia Pierina, tesis-
tas de la Universidad Norbert Wiener, Facultad de Farmacia y Bioquimica, con fines de investi-
gacion han solicitado la identificacion y certificacion botinica de la planta de “rabanito”, la
muestra ha sido estudiada e identificada como Raphanus sativus L. Segin la base de datos de
W3Tropicos del Missouri Botanical Graden que sigue el sistema modemno de clasificacion de las
angiospermas (APG), publicado en 1998 por el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas,
revisado por APG 11 (2003), APG III (2009), actualizado por APG IV (2016), el sistema APG
evita el uso de la nomenclatura taxonémica cldsica por arriba de orden. Chase & Reveal en APG
111 (2009) consideran a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida. Teniendo en cuenta los
datos de W3Tropicos y el Sistema APG, para la especie identificada se adapta las siguientes cate-
gorias taxonomicas y clados:

Reino: Plantae
Divisién: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Raphanus
Especie: Raphanus sativus L.

Nombre vulgar: “Rabanito™
Se expide la presente certificacion boténica para fines de investigacion cientifica.
Lima, 15 de setiembre del 2023

Jr. Sénchez Silva 156 - Piso 2-Urb. Santa Luzmila -Lima 07 -Lima
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Anexo 10: Tegumento de Raphanus sativus L.
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Anexo 12

SEmAR
A\
\

|

k.

: Ratas Holtzman aclimatandose previo a los dias de experimentacion.
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Anexo 13: Ratas Holtzman sacrificadas por sobredosis de pentobarbital 40 mg/kg por via

intraperitoneal.

Anexo 14: Pruebas de solubilidad del extracto etandlico del tegumento de Raphanus sativus

L. “rabanito”
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Anexo 15: Analisis cualitativo preliminar del extracto etanélico del tegumento Raphanus

sativus L. “rabanito”.

(N WA D




® 17% Overall Similarity

Top sources found in the following databases:

* 16% Internet database

» Crossref database

* 11% Submitted Works database

TOP SOURCES

The sources with the highest number of matches within the submission. Overlapping sources will not be
displayed.
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Internet
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