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RESUMEN

Algunas causas de las enfermedades hepaticas que afectan a un amplio grupo
de la poblacion es el estio de vida, exposicion a sustancias hepatotdxicas,
situaciones con excesiva produccion de radicales libres. Estas enfermedades
poseen diversas complicaciones las cuales se abordan con el uso de farmacos y
restricciones alimenticias. Las plantas medicinales con alto contenido de
flavonoides son una buena alternativa para tratar este tipo de dolencia razon por
la que se realiz6 el presente trabajo de investigacion con la finalidad de evaluar
el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de las hojas de Baccharis
tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya” en los laboratorios del Area de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga durante los meses de agosto a diciembre del 2012 realizandose una
investigacién de tipo Basico — experimental, con muestras colectadas en las
pampas de Quinua a 3 270 m.s.n.m. Se preparé el extracto hidroalcohélico con
alcohol etilico al 80 %, los metabolitos secundarios se determinaron mediante
reacciones de coloraciéon y precipitacion, el efecto hepatoprotector mediante la
induccion de dafio hepatico con tetracloruro de carbono administrado por via
intraperitoneal y la medicion de los valores de transaminasa glutamico
oxalacética (TGO), la transaminasa glutamico piruvica (TGP) y la fosfatasa
alcalina (FA). Se utilizaron 30 ratas divididas en 6 grupos de 5. Grupo | fue el
bianco, Grupo Il recibié solo tetracloruro de carbono, Grupo |l silimarina y los
Grupos 1V, V, y VI recibieron el extracto a las dosis de 100 mg/kg, 200 mg/kg y
400 mg/kg, respectivamente y se extrajeron los higados para el examen
histopatologico. Resultados: Los metabolitos secundarios encontrados fueron
flavonoides, cumarinas, terpenos, resinas y catequinas. La TGO a la dosis de
200 mg/kg alcanzo el valor de 4,03 Ul/l, la TGP a la dosis de 400 mg/kg el valor
de 5,12 Ul/l. el extracto hidroalcohdlico y el control silimarina no tuvieron
influencia sobre los niveles de fosfatasa alcalina, estos se mantuvieron elevadas
en relacién con el blanco. Histopatoloégicamente, se observé que a 200 mg/kg se
logré una mejor proteccion segin los hallazgos macroscopicos y microscopicos.
Se concluye que el extracto tiene efecto hepatoprotector y la mejor dosis fue de
200 mg/kg.

Palabras clave: Baccharis tricuneata (L.F.) Pers, Hepatoprotector, Higado, CCl,,
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I. INTRODUCCION
En el Perq, la cirrosis hepatica con una tasa de mortalidad de 9,48 por iOO 000
habitantes, ocupa el quinto lugar, en orden de magnitud entre las defunciones
generales, el segundo lugar entre las enfermedades digestivas y hepatobiliares y
es la segunda causa de muerte entre las defunciones registradas para el grupo
etareo de 20 a 64 afios. Ademas, constituye actualmente, la primera causa de
demanda efectiva de hospitalizacién y una de las principales de consulta externa
registradas en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital- Nacional Edgardo
Rebagliati Martins - EsSalud, siendo consecuencia de la intoxicacién con alcohol,
"infecciones virales, cancer, farmacos, entre ot.ros.1
Diversas especies del género Baccharis son usadas en la medicina popular para
aliviar dolores reumaticos, afecciones pulmonares, malestares hepaticos, entre
otras. Estos usos etnobotanicos permiten centrar una atencion especial a este
género, debido a que investigaciones recientes han permitido identificar
metabolitos de gran importancia como los flavonoides.?
La especie Baccharis tricuneata (L.f) Pers. popularmente llamada “yana taya” es
utilizada como emplastos de hojas y en el tratamiento de infecciones de piel,
inflamacion y diabetes. Estudios realizados demostraron la presencia y
elucidacion de metabolitos activos, asi de las hojas de Baccharis tricuneata de

las cercanias de Santa Fé de Bogota se aislé el compuesto escopolina en una



proporcién del 0,98 %, que mostro actividad captadora del radical superoxido e
hidroxilo.*
Algunas causas de las enferhedades hepaticas que afectan a un amplio grupo
de la poblaciéon es el estilo de vida, exposicion a sustancias hepatotoxicas,
situaciones con excesiva produccion de radicales libres. Estas enfermedades
poseen diversas complicaciones las cuales se abordan con el uso de farmacos y
restricciones alimenticias. | Las plantas medicinales con alto contenido de
flavonoides son una buena alternativa para tratar este tipo de dolencias, la
necesidad de »prevenir o proteger al higado y las actividades terapetticas
demostradas por esta especie razén por la cual se realizé el presente trabajo
planteandose como:

Objetivo general

Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. "yana taya”. Ayacucho - 2012,

Objetivos especificos

o | Determinar los niveles séricos de enzimas transaminasas (GOT y GPT) en
ratas con dafio hepatico tras la administracion del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya” a distintas dosis.

o Determinar los niveles séricos de fosfatasa alcalina de ratas con dafo
hepatico tras la administracién del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya" a diferentes dosis.

o Realizar el examen histopatolégico y comparar el grado de lesion hepatica en
ratas del grupo control y experimental.

Alcance: Este trabajo de investigacion aplica a todas las personas interesadas

en el tema, estudiantes, docentes.



Il. MARCO TEORICO

2,1. ANTECEDENTES

Se evalud la eficacia hepatoprotectora del extracto etandlico de las hojas de
Piper aduncum (matico) comparado con silimarina en la cirrosis hepéatica
inducida con fenobarbital diluida en agua de beber por 15 dias, y luego
tetracloruro de carbono en aceite de oliva oralmente por siete dias en ratas, el
extracto a una dosis de 200 mg/kg disminuy6 los niveles de TGP, bilirrubina total,
bilirrubina directa e incrementaron las proteinas totales y albimina, los
indicadores se redujeron con los diferentes tratamientos y la silimarina
concluyéndose que el extracto etandlico ejercio efecto hepatoprotector en la
cirrosis inducida en ratas, comparativamente con la siimarina. Ademas se
identific6 en el extracto la presencia de metabolitos, tales como saponinas,
alcaloides y compuestos fendlicos, entre taninos y flavonoides, siendo estos
dltimos los que se encontré en mayor cantidad.®

La actividad hepatoprotectora de los extractos etanolicos de Cassia sophera linn
frente al dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono (CCl;) en ratas.
Cassia sophera Linn (Familia Caesalpinaceae), conocido popularmente como
kasundi, una planta arbustiva que se encuentra en toda la India se evalué en
términos de reduccion del daio histologico, los cambios en las enzimas

transaminasas, fosfatasa alcalina, bilirrubina total y proteinas totales en suero



utilizandose como estandar la silimarina. Concluyéndose que posee actividad
hepatoprotectora. Los resultados de este estudio indican claramente que las
hojas de Cassia sophera linn tienen potente accién hepatoprotectora contra el
dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono en ratas. Este estudio
sugiere que la actividad puede ser posible debido a la presencia de flavonoides
en los extractos ya que los componentes quimicos de C. sophera incluyen los
flavonoides y antraquinonas.®

El efecto hepatoprotector y antioxidante in vitro de las hojas de Carthamus
tinctorius L (Asteraceae) inducida por CCl, en ratas Wistar al que se realizé un
andlisis fitoquimico preliminar del extracto metanoélico de C. tinctorius que reveld
la presencia de alcaloides, triterpenos, taninos, compuestos fenélicos vy
flavonoides, concluyéndose que debido a que la actividad antioxidante es
importante en la proteccién contra la lesién hepatica inducida por CCl,, el efecto
antioxidante potente y su actividad correlativas hepatoprotectora del extracto
metanélico se atribuye a sus propiedades antioxidantes y radicales libres.”

De los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalyx Epl “wayra mufia”
en ratas albinas, se determiné la actividad hepatoprotectora, trabajo donde se
aislaron los flavonoides empleando solventes polares, la actividad
hepatOprotectofa se determind midiendo los niveles de transaminasas
concluyéndose que los flavonoides a 25 mg/kg muestran mayor efecto
hepatoprotector. Asimismo, no se reporté dafio hepatico importante.®

Asi del extracto acuoso liofilizado de Oenothera rosea se evalu6 el efecto
hepatoprotector contra el dafio producido por el paracetamol observandose un
mejor efecto a una dosis de 250 mg/kg, se determiné también que la DLsp por via
oral es mayor de 2 g/lkg de peso del ratén, y por via intraperitoneal 165,2 mg/kg

de peso de! ratén a las 72 horas de evaluacién.®



El efecto antioxidante y hepatoprotector del Petroselinum sativum (perejil) en
ratas, con intoxicacion hepatica inducida por paracetamol donde el perejil mostro
un mejor efecto hepatoprotector que el farmaco hepatoprotector Purinkor® frente
a la accién nociva del paracetamol. El perejl es una umbelifera bianual que
contiene flavonoides, mencionandose que son los compuestos que le confieren
accion diurética y antioxidante, que Wevaron a suponer que los alimentos que
poseen actividad antioxidante, puedan ser utilizados para prevenir la
hepatotoxicidad.'

Se evalud el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” en ratas machos de la cepa holtzman con
dafio hepatico inducido con tetracloruro de carbono a través de la determinacion
de transaminasas (GPT y GOT) concluyéndose que posee efecto
hepatoprotector donde la dosis de 100 mg/kg del extracto mostré mayor efectb
farmacologico, ademas se reporto la presencia de azlcares reductores, taninos,
fenoles, lactonas y/o cumarinas, flavonoides, glicosidos cardioténicos,
aminoacidos libres, catequinas y saponinas."

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Clasificacion taxonémica

Baccharis tricuneata (L.F). Pers.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN :ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Baccharis

ESPECIE : Baccharis tricuneata (L.F.) Pers.

NOMBRE VULGAR : “yana taya”



Fuente. Constancia emitida por el Herbarium Huamanguensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga.
(Anexo 1).

2.2.2. Descripcion botanica

Planta arbustiva, lefiosa con tallos ramificados desde la base, de
aproximadamente 1 — 1,5 m de altura, de crecimiento erguido, hojas simples
cortamente pecioladas, glabras, aovadas y lanceoladas con el apice algo
trian‘gular, de disposicion alterna y nervaduras reticuladas. Presenta
inflorescencia en capitulo o cabezuela agrupando aproximadamente 20 flores, el
receptaculo floral estd rodeado por un conjunto de bracteas verdes dispuestas
en tres filas que protegen la inflorescencia, formando el involucro. Flores
bisexuales tubuladas, sépalos transformados en un papus o vilano (penacho de
pelos) que nacen por encima del ovario (gineceo con ovario infero), corola
formada por cinco pétalos soldados en la parte inferior formando un tubo que
termina en cinco dientes en el apice. El androceo esta formado por cinco
estambres con las anteras soldadas y los filamentos libres (sinandro o
sinanterio). E! fruto es un aquenio provisto en el apice por un papus o vilano que
sirve para favorecer su diseminacion por el viento "

2.2.3. Composicion quimica

Los compuestos que mas destacan son los flavonoides, diterpenos de nucleo
clerodanos, labdanos, también se ha observado con cierta frecuencia la
presencia del diterpeno kaurano, triterpenos, lactonas sesquiterpenicas de
nicleo germacreno, acidos cumaricos, tricétesenos, sesquiterpenos y

fenilpropanoides.™
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Figura 1. Flavonoides vy diterpenos del género Baccharis.”
Los diterpenos constituyen moléculas de 20 carbonos que se presentan en
forma de hidrocarburos, alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos. Son
compuestos que se encuentran ampliamente en el género Baccharis y que

muestran actividad antitumoral, biocida, antiinflamatoria, etc. También se ha



determinado la presencia de triterpenos derivados del acido oleandlico con
actividad biolégica repelente de insectos.

Los flavonoides junto con los diterpenos son los compuestos de mayor
ocurrencia en el género Baccharis y son considerados como marcadores
taxonémicos del género. Normalmente se encuentran al estado libre,
caracteristico de la Familia Asteraceae.

Se han detectado en 298 casos con 109 compuestos diferentes, siendo 24
flavanonas y 85 flavonas. La mayoria de las actividades biolégicas atribuidas a
las especies del género Baccharis se atribuyen a estos compuestos.®

Hay pocos informes sobre la composicién de cumarinas en el género Baccharis
en los Ultimos afios. Estos informes se refieren a la espécie B. gricebachii, que
contiene el ocho P- acido cumarico y en la Baccharis tricuneata (L. F.) Pers. la

cumarina escopolina.*

CH50

GlucO O ~0O

Figura 2. Estructura de la cumarina “escopolina’.
2.2.4. Propiedades bioldgicas
Un estudio de las especies del género Baccharis demostré grandes avances,
debido a su reputado uso en la medicina casera en América Latina. Entre los
estudios de actividad Dbiol6gica destacan, los efectos alelopaticos,
antimicrobianos, citotéxicos, antiinflamatorios y antidiabéticos.™
Un trabajo de investigacién reporta que el extracto acuoso de Baccharis trimera
presenta potencial como antidiabético después de siete dias de tratamiento en

ratones, recomendando que la ingesta de alimentos y el peso corporal debe ser



controlado, cuando se evalian parametros metabdlicos después de la
administracion prolongada de extractos.®

Se estudiaron el efecto repelente y toxico del aceite esencial de Baccharis
salicifolia (R&P) Pers. sobre insectos adultos de Trbolium castaneum
manifestandose una accion toxica y repelente. A los terpenos presentes en el
aceite se le atribuyé dicha actividad, siendo el mas téxico el B-pineno y el mas
repelente el a- terpineol.™

Un diterpeno aislado de tipo neo - clerodano, demostré tener propiedades
metaloproteasas frente al veneno de viboras y ensayaron su propiedad
antiproteolitica y antihemorragica.”

2.3. FEl higado

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo y representa el 2 % del peso
corporal total, es decir, alrededor de 1,5 kg para un adulto. La unidad funcional
basica es el lobulillo hepatico, una estructura cilindrica de varios milimetros de
longitud y de 0,8 a 2 micrémetros de diametro. El higado humano contiene entre
50 000 y 100 000 lobuilillos. El lobulillo hepatico se constituye alrededor de una
vena central (o centro lobulillar) que desemboca en las venas hepaticas y, luego,
en la vena cava. El propio lobulillo se compone, en esencia, de multiples placas
celulares hepdticas. Cada célula hepatica suele componerse de dos células y
entre las células adyacentes se encuentran pequefios canaliculos biliares que
drenan en los conductos biliares; estos discurren por los tabiques fibrosos que
separan los lobulilos hepaticos. Los tabiques interlobulillares contienen
asimismo arteriolas hepaticas, que suministran sangre arterial a los tejidos
septales intercalados entre los lobulillos adyacentes. El higado posee una
enorme capacidad de recuperacion después de una pérdida importante de tejido
hepatico, bien después de una hepatectomia parcial o por una lesién hepatica

aguda, siempre y cuando dicha lesion no se complique con una infeccion virica o



con inflamacion. Durante la regeneracion hepatica, se cree que los hepatocitos

se reproducen una o dos veces, cuando se alcanza el tamafio y el volumen

original del higado, los hepatocitos revierten a su estado habitual. El control de

esta rapida regeneracion se sigue sin entender, pero aparentemente, el factor de

crecimiento hepatocitario (HGF) es un elemento esencia

|18

2.41. Funciones del higado

Funcion de filtro. Todos los productos que se absorben en la luz intestinal
destinados a la sangre pasan primero por €l higado a través de la vena porta,
donde se metabolizan 1a mayor parte de Ibs productos que pueden ser
téxicos para el organismo.

Funcién de secrecion. Los hepatocitos elaboran y secretan diversas
sustancias como la bilis y [as proteinas plasmaticas.

Funcion de almacenamiento. La funcién de almacenamiento y secrecion del
higado afecta sobre todo a los hidratos de carbono y las grasas, ademas de
muchas ofras sustancias. Gracias a su funcién de almacenamiento y
secrecion dosificadora, el higado garantiza el suministro necesario y
adecuado de energia y metabolitos de todo el organismo.

Detoxificacion, eliminacion. En el higado se metabolizan muchas
sustancias propias del organismo o de procedencia exterior. Los productos
finales de esta descomposicion se eliminan a través de la bilis 0 se dirigen a
la sangre por las venas hepaticas, que las secretan a su lugar de accién o a

los rifiones, por donde se excretan.'®

2.4. Flavonoides y hepatoprotectores

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de los vegetales a través

de la ruta del acido shikimico y la ruta de los policétidos. Estan ampliamente

10



distribuidos entre los vegetales superiores, sobre todo en las partes aéreas:
hojas, flores y frutos. |
Actividad terapeutica:
+ Antihemorragicos
e Antiarritmicos
o Protectores de la pared vascular o capilar.
o Antiinflamatorios
¢ Antirradicales libres
e Antihepatotoxicos
* Antibacterianos, antiviricos y antifingicos
+ Antiespasmaodicos
« Diuréticos y antiurémicos
Los flavonoides, en general, poseen capacidad para neutralizar radicales libres.
Esta accion antirradicalaria es, en algunos casos, heterogénea en relacion a los
distintos tipos de radicales libres (anién superéxido, radical hidroxilo, etc.).?®
2.4 1. Silimarina
Es una mezcla de flavanolignanos resultado de la union de un flavonoide
lataxifolina, un dihidroflavonol) y una molécula del tipo fenilpropanoide (el alcohol
coniferilico).*'
El isomero silibina es el componente mayor y mas activo, representando entre 60
y 70 % del compuesto, seguido por silicristina (20 %), silidianina (10 %) e
isosilibina (5 %). La silimarina tiene efectos metabdlicos y regulacién celular en
concentraciones que se encuenfran en condiciones clinicas, a saber, la
regulacién mediada por portador de la permeabilidad de la membrana celular, la
inhibiciéon de la via de la S-lipoxigenasa, eliminadora de especies de oxigeno

reactiva (ROS) del tipo R - OH y la accién sobre ADN — expresién.??
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los Laboratorios de
Farmacognosia, Farmacologia y Toxicologia del Area de Farmacia y Biogquimica
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga y el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Regional de Ayacucho (HRA) durante los meses de agosto a diciembre del
2012.
3.2. Poblacién y muestra
La especie de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers "yana taya”’ crece en los
alrededores de la pampa de Ayacucho, distrito de Quinua, provincia de
Huamanga, regién de Ayacucho, ubicado a 34 Kilometros al Nor Este de la
ciudad de Ayacucho.
Se pesaron 200 g de las hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers “yana taya’,
muestreadas aleatoriamente, recolectadas en los alrededores de la pampa de
Ayacucho a una altitud de 3 270 m.s.n.m. en promedio, en horas de la mafiana,
del cual una parte se utilizé para la identificacion botanica por el Herbarium
Huamanguensis de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga a cargo'de la Bidloga Laura Aucasime

Medina. (Anexo 2).
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3.3. Animales de experimentacion

Se utilizé 30 ratas machos de la cepa Holtzman con peso corporal
comprendidos entre 280 a 320 g; en buen estado de salud adquiridos en el
bioterio del Instituto Nacional Salud {INS) Chorrillos - Lima, se les dié un tiempo
de adaptacion y para ganancia de peso 21 dias, a temperatura ambiente con
dieta balanceada y agua ad libitum (Anexo 3).

3.4. Farmaco de referencia

Dos capsulas de Silimarina 100 mg (Hepanavit®, de Labofar).

3.5. Métodos para la recoleccion de datos

3.5.1. Recoleccion y preparacion de la muestra

Se recogieron aleatoriamente las plantas de Baccharns tricuneata (LF) Pers.
“yana taya” utilizando una podadora, las que fueron secadas en una habitacion
destinada exclusivamente para el trabajo de investigacién a temperatura
ambiente, con buena ventilacion y bajo sombra cambiando el papel de soporte
cada 24 horas y removiendo el vegetal para evitar su descomposicion.

3.5.2. Preparacion del extracto

Una vez secadas se separ0 las hojas de los demas 6rganos de la planta y se
pulverizaron. Para la preparacién del extracto hidroalcohdlico se diluyé alcohol
833,3 ml de 96° con agua destilada 166,7 mi para obtener 1 litro de alcohol al
80° con el cual se cubrié por encima de 4 cm aproximadamente la muestra
pulverizada y pesada. Se macerd en frascos de color ambar por una semana,
durante este proceso se fue agitando el frasco periddicamente para que el
alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra, finaimente se filiré el
residuo. El filtrado obtenido se concentré a presion reducida utilizandose para
ello el rotavapor hasta la eliminaciéon del solvente, obteniéndose el extracto

seco.
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3.5.3. Preparacion de las dosis de extracto seco

Para la preparacion de los extractos se partieron de la dosis de 400 mg/kg a
partir del cual se obtuvieron las dosis de 200 mg/kg y 100 mg/kg como sigue.
Extracto 400 mg/kg. Teniendo en cuenta que 400 mg de extracto seco
corresponden a 1000 g del peso corporal y teniendo en cuenta que el peso
maximo de las ratas es 290 g se calculé que para este peso correspondia 116
mg de extracto seco y planteandose un volumen maximo a administrar de 4 ml
se preparé 100 mi del extracto 400 mg/kg, pesandose 3,48 g de extracto seco y
utiizando el bafio maria se disolvid con carboximetilcelulosa 0,1 % hasta
completar a un volumen total de 100 mi.

Extracto 200 mg/kg. Para la obtencién del extracto a 200 mg/kg, se separ6
50ml del extracto seco 400 mg/kg, diluyéndose Iluego con 50 mi de
carboximetilcelulosa 0,1 % para completar a un volumen total de 100 mi.
Extracto 100 mg/Kg. Posteriormente del extracto de 200 mg/kg ya preparado se
separ6é nuevamente 50 ml para luego diluirse con 560 mi de carboximetilcelulosa
0,1 %, obtenléndose asi un volumen total de 100 mi del extracto 100 mg/kg.
3.5.4. Preparacion de la dosis de silimarina

Se utilizaron dos capsulas de Hepanavit® 100 mg, las cuales se vaciaron y
pesaron obteniéndose un peso inicial de 384 mg (silimarina + excipiente)
restandose luego los 200 mg de silimarina indicados en las dos capsulas,
determinandose que 184 mg corresponden a excipientes contenidos en ambas
cépsulas. Para preparar silimarina 25 mg/kg y conociendo que el peso maximo
de las ratas es de 290 g se calculé que para este peso correspondia 7,25 mg
(silimarina) y planteandose un volumen maximo a administrar de 4 ml se prepar6
100 ml de silimarina 25 mg/kg pesandose 348 mg (silimarina + excipiente) que
se disolvio con carboximetilcelulosa 0,1 % hasta compietar a un volumen total de

100 mt.
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3.5.5. Screening fitoquimico

Se utilizé el procedimiento descrito por Miranda y Cuellar, el cual consiste en la
realizacion de‘ reacciones de coloraciéon y precipitacién para la identificacion de
metabolitos secundarios.?® (Anexo 4).

3.6. Determinacion del efecto hepatoprotector

Se utiizé el método para Induccion de dafio hepatico con tetracloruro de
carbono**

3.6.1. Fundamento del método

El tetracloruro de carbono (CCl,) es usado como inductor quimico de cirrosis
hepatica experimental, se metaboliza al radical CCl; en los microsomas de los
hepatocitos, luego este reacciona con acidos grasos no saturados formando
peréxidos lipidicos en las membranas plasmaticas de los hepatocitos. Los
microsomas, mitocondria y el nicleo de los hepatocitos son destruidos.

3.7. Procedimiento

Se pesaron y separaron en 6 grupos de 5 ratas cada uno. Al grupo considerado
como blanco se administré por via oral carboximetilcelulosa (CMC) al 0,1 % a
una dosis de 10 mg/kg de peso, la que ademas se utilizd para preparar las
distintas dosis del extracto seco. Tras una hora de haber recibido los
tratamientos con silimarina 25 mg/kg y extracto seco a distintas dosis, se
administré tetracloruro de carbono (CCls) a 0,3 milkkg por via intraperitoneal
utilizandose como vehiculo aceite de oliva (5 ml/kg). Posteriormente se extrajo
sangre por medio de la técnica de puncién cardiaca, 24 horas después de la
intoxicacién con tetracloruro de carbono, se tomaron aproximadamente 4 mi de
sangre porkanimal, éstas se dejaron/coagular a temperatura ambiente por una
hora; luego se separé el suero por centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos.
Seguidamente se separ6 el higado de los demas érganos, cuidando que los

cortes no lo afecten ni lo lesionen, se lavaron con cloruro de sodio al 0,9 % y
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luego se colocé en frascos con solucion de formol preparado al 10 %. Las

muestras se condujeron al Servicio de Anatomia Patologica del Hospital

Regional de Ayacucho alli se procedié a realizar dos cortes al azar de cada

muestra; se procesaron con la técnica habitual de inclusién en parafina y

cortadas en secciones de cinco micras. De cada corte se obtuvo una lamina, a

la que se le realizo la coloracién de Hematoxilina - Eosina, por lo cual se obtuvo

un total de 36 laminas y con ello se realizé6 el estudio microscépico de cada

lamina utilizando los objetivos de 10X y 40X.

3.8. Disefo experimental

e ElI grupo |, recibié solamente carboximetiicelulosa, considerandose como
blanco.

e El grupo II, recibi6 carboximetilcelulosa y una hora después CCl,
considerandose como control negativo.

e El grupo lll, recibié silimarina, una hora antes de la intoxicacién con CCl,
considerandose como control positivo.

o El grupo IV, recibié extracto hidroalcohodlico seco 100 mg/kg, una hora antes
de la intoxicacion con CCl,,

e El grupo V, recibié extracto hidroalcohédlico seco 200 mg/kg, una hora antes
de la intoxicacién con CCl,.

e El grupo VI, recibié extracto hidroalcohdlico seco 400 mg/kg, una hora antes
de la intoxicacion con CCl,,

3.9. Determinacion de los niveles séricos de transaminasas (GOT y GPT)

Se empleé el método colorimétrico utilizandose para ello un kit de transaminasas

(valores normales hasta 12 Ui/).?°

3.9.1. Determinacién de transaminasa glutamica oxalacética (GOT)

Fundamento del método
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El L-aspartato y el o-cetoglutarato sufren una reaccién de transaminacién con
desplazamiento de un grupo amino resultando en la formacion de oxalacetato y

L- glutamato respectivamente, como indica la siguiente reaccion:

CO,H CO,H
COLH | CO,H |
c=0 | C—NH,
HC—NH, | GOT (AST) C=0 |
[ 4+ CHy ———— | 4+ CH,
CH, I B H |
I (|3H2 2 (I:Hz
CO,H
2 CO,H COH CO,H
L-aspartato a-cetoglutarato Oxalacetato  L-glutamato

Luego el oxalacetato se condensa dando una coloracién azul con la DNFH, para

leerse en un espectrofotémetro marca Jenway a 505 nm como indica la reaccién:

G0, NO, c n NOz
E::O +  H,N—NH _NaOH C::QiN—N-i
CH,
coH NO, C‘:OZH NO,
Oxalacetato Dinitrofenilhidrazina Dinitrofenilhidrazona del
Oxalacetato

3.9.2. Determinacion de transaminasa glutamico pirtvica (GPT)
Fundamento del método

La L-alanina y el a- cetoglutarato sufren una reaccién de transaminaciéon con
desplazamiento de un grupo amino resultando en la formacion de piruvato y L-

glutamato respectivamente. Como indica la siguiente reaccién:

?OzH
CO,H C=0 CO,H
| GPT(ALT) | HC—NH,
&H L & e
3 2 3 CH3
CO,H
L- alanina a-cetoglutarato piruvato L- glutamato
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Luego de la condensaciéon del piruvato con DNFH coloreandose de verde
leyéndose en un espectrofotémetro marca Jenway a 505 nm, se produce la

siguiente reaccion:

NO, NO,
CO,H cI:ozH
C=0 4 H,N—NH —NaOH (|3:N——NH
CH, CH,

NO, NO,
Piruvato Dinitrofenilhidrazina Dinitrofenilhidrazona del piruvato

PROCEDIMIENTO

3.9.3. Tabla 1. Curva de calibracion para transaminasa glutamica oxalacética (GOT) Y

transaminasa glutamico piravica (GPT).

Tubo B 1 2 3 4 5 6 7 8

Estandar, ml - 005 041 015 02 025 03 04 05

ReactivoGOT6 10 095 09 08 08 075 07 06 05

GPT

HzO(d), mi 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Incubar unos minutos a 37 °C. Agregar a intervalos regulares:

Rvo.24DNFH 10 10 1,0 1,0 1,0 14,0 10 10 10

mi

Mezclar luego de cada agregado. Incubar a 37 °C exactamente 10 minutos.

Agregar respetando el intervalo anterior.

NaOHO04N ml 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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Mezclar por inversion luego de cada agregado. Retirar del bafio. Dejar reposar
10 minutos. Leer en espectrofotometro a 505 nm o fotocolorimetro a (500-540
nm) llevando a cero con agua.

Color estable 30 minutos.

3.9.4. Determinacion de niveles séricos de transaminasa glutamica
oxalacética (GOT) Y transaminasa glutamico pirivica (GPT)

Tabla 2: Procedimiento para determinar los niveles séricos de las transaminasas TGO y
TGP.
En dos tubos previamente marcados B (Blanco) y D (Desconocido), colocar:

B(GPT) D(GPT) B(GOT) D(GOT)

Reactivo GOT - - 0,5mli 0,5ml

Reactivo GPT 0,5ml 0,5 ml - -

Preincubar unos minutos en bafio a 37 °C

Muestra - 100 ul - 100 ul

Mezclar e incubar exactamente 30 min a 37 °C

Reactivo 2,4-DNFH 0,5mi 0,5ml 0,5ml 0,5ml

Mezclar e incubar en bafio a 37 °C durante 10 minutos.

NaOH 0,4 N 5ml 5mi 5mi 5mi

Mezclar por inversién luego de cada agregado. Retirar del bafio. Dejar reposar
10 minutos. Leer en el espectrofotometro a 505 nm o fotocolorimetro a (500-

540 nm) llevando a cero con agua. Color estable 30 minutos.
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3.10. Determinacion de Fosfatasa Alcalina

Se utilizé el método para fosfatasa alcalina punto final (Valores normales: 30-125
uin.2e

Fundamento del método

La fosfatasa alcalina actia sobre el HMP- benzofuranona fosfato en medio
tamponado alcalino, al agregar el reactivo revelador, se obtiene un cromageno
azul en forma proporcional a la concentracion de enzima en la muestra.

HMP —fosfato ____ P | HMP- benzofuranona + fosfato

HMPBF — revelador — compuesto coloreado

Donde; HMP (Hexosa mono fosfato).

Tabla 3. Procedimiento para determinar los niveles séricos de Fosfatasa alcalina (FA).

Tubo Blanco Estandar Muestra

Buffer-sustrato (mi) 0,5 0,5 0,5

Preincubar 3 minutos a 37 °C

Agua destilada (mi) 0,05
Solucion estandar (mi) 0,05
Muestras (mi) 0,05

Mezclar e incubar EXACTAMENTE 10 minutos a 37 °C

Reactivo revelador (mi) 2,5 25 2,5

Mezclar y leer las absorbancias a 5§90 nm. (Rango §70 — 600 nm.), llevando a

cero el instrumento con el blanco reactivo.

Calculos:

PAL (Ul/L) = FACTOR x absorbancia muestra

100
Absorbancia standar

Factor=
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3.11. Analisis de los resultados

Los resultados se muestran en graficos y cuadros en los cuales se reportan los
datos obtenidos, expresados como la media * la desviacidn estandar y estas
sometidas al analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey mediante el

programa SPSS version 15,0 en entorno Windows.
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IV. RESULTADOS

22



50 4

30 4

20 1

GOT (UIN)

10 1

1,402
IR "

4,668

10,850

R T

6,360

4,032 "'—E

Blanco -

ccl4

Silimarina 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg

Tratamiento
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Tabla 4. Caracteristicas macroscépicas del higado de ratas segun tratamiento.

Tratamiento

v 01 02 03 04 05 06
Caracteristicas )
Control CCl, Silimarina 100 200 400
mg/kg mg/kg mg/kg
Peso (g) 48 6,0 51 58 5,3 55
Color Pardo Pardo Pardo Pardo Pardo Pardo
claro grisaceo claro grisaceo claro claro
Consistencia Blando Blando Blando Blando Blando Blando
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
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Tabla 5. Caracteristicas microscépicas del higado de ratas segun tratamiento.

Tratamiento
01 02 03 04 05 06
Caracteristicas
Control CCl;  Silimarina 100 200 400
mg/kg mg/kg mg/kg
Congestion - ++4++ + +++ - 4+
Vacuolizacion - +4++4+ ++ +++ + ++
Balonizacion - +++ - +4++ - +
Distorsion - ++++ + ++++ - +
estructural
Infiltracion - +++ + +++ o+ ++
linfocitaria
Formacion de - - - - - ++

tejido fibroso

Leyenda

++++ : Muy abundante
+++ : Abundante

++ : Poco
+ : Muy poco
- : Ausente
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V. DISCUSION
Una consecuencia de la intoxicacion con tetracloruro de carbono, es el
incremento de los niveles de enzimas microsomales que provocan alteraciones a
nivel de los ribosomas y la funcién microsomal. Por otro lado, la peroxidacion de
lipidos que afecta a la membrana plasmatica se manifiesta en trastornos en el
transporte de iones, como son ingreso masivo de agua, sodio y calcio con todas
las consecuencias deletéreas para las células, que pueden llegar hasta su
ruptura y muerte. Hay varios mecanismos que pueden inducir estos cambios,
algunos ejemplos son el trauma fisico, la fluidizacion de la membrana, la
peroxidacion de lipidos (tetracloruro de carbono), el dafo al citoesqueleto, el
bloqueo de canales y el ataque viral, entre otros.?’
A nivel bioguimico, el dafio hepatico se refleja a través de un incremento de los
niveles en suero de las transaminasas (TGO, TGP) y fosfatasa alcalina (FA); el
aumento en sangre de las TGO expresa fundamentalmente, una alteracion
miocardica o muscular, el aumento de TGP esta relacionada con alteraciones
hepéaticas y el aumento de la fosfatasa alcalina relacionada con cualquier forma
de obstruccion del tracto biliar, colestasis biliar, trastornos de mala absorciéon en
un periodo de 24, 48, 96 y hasta 124 h.2® En el presente trabajo se observé el
incremento de estas enzihas é las 24 h Iuego‘ de la administracion

intraperitoneal de tetracloruro de carbono, esta respuesta en corto tiempo podria
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deberse a que el téxico CCl, llega mas rapido por ésta via al higado por medio
de la circulacion portal. Con el mismo modelo de dafo hepatico, ofros
investigadores evaluaron el efecto de otras plantas. % #"

Se puede observar en la Figura 1, un incremento significativo de los niveles
séricos de GOT, la diferencia en cada tratamiento con respecto al blanco y grupo
tratado con tetracloruro de carbono y la relaciéon de ésta con los valores
obtenidos con los grupos tratados con el extracto hidroalcohélico de las hojas de
Baccharis tricuneata (LF). Pers. evidencia un efeqto hepatoprotector del
extracto, los niveles séricos obtenidos de TGO para el grupo tratado con
tetracloruro de carbono fue de 51,91 Ul/l demostrando la toxicidad inducida por
ésta y el ésfuerzo de! organismo por atenuar estos efectos evidenciandose con
el incremento sérico de ésta enzima, al compararlo con el grupo control (grupo
tratado con carboximetilcelulosa, sin induccion al dafo) donde los valores son
1,4 U/l encontrandose dentro de los valores normales permitidos (hasta 12
UIN).2% Con respecto al grupo tratado con silimarina, se ratifica la capacidad de
ésta a la proteccion hepatica, la que se demuestra con la disminucién de los
niveles enzimaticos obtenidos con el tetracloruro de 51,9 Ui/l a 4,66 Ul/l con
silimarina reduciendo 11 veces la actividad de la TGO, de los grupos tratados
con el extracto de Baccharis tricuneata (LF). Pers, el grupo que recibié una
dosis de 200 mg/kg de extracto con un valor de actividad enzimatica de 4,03 Ul/l
disminuyendo notablemente la actividad de TGO resolviéndose asi que a esta
dosis el extracto posee un mejor efecto hepatoprotector.

En la Figura 2, se reportan los niveles séricos de GPT, el aumento seérico de
enzima tras la induccion con tetracloruro de carbono via IP llegé hasta 13,242
Ul a comparacion de los niveles normales como se observa en el grupo control
con 1,248 Ui/l de TGP (V.N. hasta 12 UI/)*®* en el grupo que recibié silimarina

disminuye hasta los 3,916 Ul/l en comparacion con los demas grupos tratados
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con el extracto el mas cercano a proteccion es a dosis de 400 mg/kg teniendo
efecto sobre los niveles séricos de eéta enzima con esta dosis.

De las transaminasas evaluadas la GOT es menos especifica ya que se
produce también en el corazén, musculo esquelético, rifién y cerebro y tiene una
vida mas corta, por tanto sus niveles se normalizan rapidamente, en cambio la
GPT es mas especifica ya que solamente se encuentra en el higado y musculo
esquelético, tiene una vida media de 50 horas por lo cual se puede considerar
como un buen indicador de necrosis aguda3°f en este caso la actividad se
demuestra en ambas transaminasas.

En la Figura 3, se observan niveles séricos de fosfatasa alcalina elevados en el
caso del grupo tratado con tetracloruro de carbono tras inducir el dafio hepatico,
sin embargo, los grupos de tratamiento con el extracto de las hojas de Baccharis
tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya®, y aun asi con el de silimarina muestran poca
diferencia en la disminucién de esta actividad silimarina y los demas mantienen
valores no muy lejanos unos de otros yendo de 132,68 Ul/l con el extracto 100
mg/kg hasta 162,462 Ul/l con dosis de 400 mg/kg, siendo este dltimo que
reduce con eficacia similar al grupo tratado con silimarina. Normalmente la
elevacion de la FA nos va a hacer sospechar la presencia de un cuadro
colestasico u obstruccién biliar.*' En un trabajo realizado con extracto acuoso de
B. diffusa e induccién de dafio hepatico con tetracloruro de carbono a ratas, se
observo un efecto hepatoprotector con aumento del flujo biliar normal, que indica
una fuerte actividad colerética, relacionada con la disminucion de la fosfatasa
alcalina.®

Estos resultados fueron sometidos a una prueba de Tukey (Anexo 12) se
observandose diferencia significativa entre grupos (p<0,05).

Las observaciones histologicas realizadas al tejido de los higados de animales

tratados con extracto hidroalcohodlico de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana
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taya”, mostraron disminucién de dafo del parénquima a comparacion del grupo
con tetracloruro de cérbono y el grupo tratado con el exiracto a dosis de 100
mg/kg, donde la dosis de 200 mg/kg mostré mejores resultados, al presentar
proteccién del tejido hepatico en todos los animales, si bien todavia existe dafo
minimo. La presencia de balonizaciones, vacuolizaciones, fibrosis es
marcadamente mayor en el grupo que recibié tetracloruro de carbono. (Anexo 8).
En el grupo tratado con 400 mg/kg (Anexo 12) se observa disminucion de esta
capacidad protectora del extracto, observandose ademas la formacion de fibras
de colageno de consistencia laxa, indicativos de que el dafio hepatico continta,
ademas se observa que el mayor depdsito de colageno no se produce cerca del
centro del |6bulo, sino en la periferia, empezando por areas portales en estrecho
contacto con células inflamatorias, por tanto podria indicarse que el extracto a
ésta dosis no tendria un mayor efecto hepatoprotector a pesar que se vea lo
contrario en los demas graficos de actividad enzimatica, siendo un motivo para
estudiar a detalle los componentes o las dosis del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) pers. "yana taya” Esto podria deberse a una
posible saturacién de los metabolitos extracto a esta concentracién o indicar
algun grado de toxicidad del extracto a esta dosis.

El higado normal contiene niveles pequefios de colageno |, lll, IV, V y VI
fundamentalmente. Los tipos 1 y Il estdn presentes aproximadamente en la
misma cantidad y constituyen el 0,5 — 2 % del total de proteinas del higado. La
formacion de fibras de colageno responde a un mecanismo de reparacion
normal, la fibrosis se inicia cuando los fibroblastos se infiltran en el area dafnada,
proliferan y sintetizan los componentes de la matriz conectiva tisular. Esta
restructuracion del tejido da lugar a la cicatrizacion y a una terminacion ordenada

de la respuesta fibrética.®®
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En la determinacién fitoquimica se demostré la presencia de flavonoides,
Catequinas, lactonas y/o cumarinas, compuestos resinosos, compuestos
fendlicos, esteroides y terpenoides, siendo los que se encontré en mayor
cantidad. Asi como se reporta la presencia de flavonoides, diterpenos, lactonas,
cumarinas en el género Baccharis en otros trabajos.™ En estudios realizados por
otros autores hay cierta similitud en la presencia de estos metabolitos como los
flavonoides, lactonas y/o cumarinas, donde se le infiere un probable efecto
hepatoprotector a la actividad antioxidante de la flavona quercetina' ¢ trabajos
deonde en forma mas especifica se indica como los responsables de la actividad
hepatoprotectora de los flavonoides aislados de esta planta.®

Los flavonoides desempefan un papel esencial en la proteccién frente a los
fenémenos de dafio oxidativo, sus propiedades antirradicales libres se dirigen
fundamentalmente hacia los radicales hidréxido y superéxido, especies
altamente reactivas de esta manera bloquean la accién deletérea de dichas
sustancias sobre las células.?

La presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y los efectos antioxidantes
reportados de esta especie, capaces de evitar el dafio a la membrana celular
provocado por los radicales libres®® sustancias quimicas u otros agentes virales,
pudieran estar relacionados con los resultados hepatoprotectores del extracto
hidroalcohdlico de /as hojas de Baccharis tricuneata (L.F). Pers. "yana taya”
encontrados en el presente trabajo, donde la dosis de 200 mg/kg mostré la mejor

proteccién del tejido hepatico.
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VI. CONCLUSIONES

« Se obtuvieron valores séricos promedio de 51,91 Ul/l para GOT en el grupo
tratado con el tetracloruro de carbono y 4,03 Ul/L por efecto del extracto 200
mg/kg, asi también la disminucion de los valores séricos promedio de GPT de
12,22 Ul/l con tetracloruro de carbono hasta 5,118 Ul/i con extracto 400
mg/kg.

o El extracto hidroalcohdlico y el control silimarina no tuvieron influencia
significativa sobre los niveles de fosfatasa alcalina, estos se mantuvieron
elevadas en relacion con el blanco.

e El examen histopatolégico mostré que a dosis de 200 mg/kg el extracto
hidroalcohdlico proteje mejor el tejido hepatico a comparacién del grupo

tratado con tetracloruro de carbono y el blanco.
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VIl. RECOMENDACIONES
Realizar estudios de éiucidacién estructural de los metabolitos de la
Baccharis tricuneata (L.F). Pers. "yana taya”.
Fraccionar con solventes de distinta polaridad y evaluar cual de ellos posee
mejor efecto hepatoprotector.
Realizar estudios de toxicidad al extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis tricuneata (L.F). Pers. "yana taya’.
Evitar el uso de muestras hemolizadas ya que podrian obtenerse valores
elevados de GPT, GOT y FA, dando resultados falsos positivos.
El aislamiento del higado del animal de experimentacioén debe ser lavado con
cloruro de sodio al 0,9 % para mantener las estructuras celulares intactas, asi
también el preparado del formol no debe ser mayor al 10 % ya que podria

complicar el proceso del corte histologico y el tefiido de las células.
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ANEXO 01

Tabla 6. Certificado de identificacion de Baccharis tricuneata (L.F) Pers.
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ANEXO 02

Figura 6. Hojas y flores de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya“.



ANEXO 03

Tabla 7. Certificado sanitario para ratas albinas Holtzman.
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ANEXO 05

Figura 8. Tubos con resultados del tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya”.
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ANEXOO06

Sangre que regresa at corazén

Area portal (AP)
Aneris hepética
Conducto biliar

Lobulilio hepatico

Figura 9. Esquemas del Higado y del lobulillo hepético.*
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ANEXO07

Figura 10. Arquitectura hepatica normal (blanco), triada portal y la vena central,
disposicion radial de los hepatocitos, células hepaticas con nucleo centrado.
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ANEXO 08

Figura 11. Células hepaticas tratadas con CCl,.
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ANEXO 09

Figura 12. Células hepaticas tratadas con CCl, y silimarina en dosis de 50 mg/kg.
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ANEXO 10

Figura 13. Células hepéaticas tratadas con CCl, y extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis tricuneata (L.F.) pers. “yana taya® en dosis de 100 mg/kg.



ANEXO 11

Figura 14. Células hepéticas tratadas con CCl, y extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya” en dosis de 200 mg/kg.
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ANEXO 12

Figura 15. Células hepaticas tratadas con CCl, y extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis tricuneata (L.F.) pers. “yana taya” en dosis de 400 mg/kg.

50



ANEXO 13

Tabla 8. Metabalitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de las hojas de

Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya’.

Reacciones Metabolito secundario Cantidad
FeCls Compuestos Fendlicos 4
Shinoda Flavonoides H
Lieberman- Buchard Esteroides — Terpenoides +4++
Catequinas Catequinas ++
Baljet Lactonas y/o Cumarinas ++
Resinas Resinas +++
Leyenda
+++  : Abundante
++ : Poco

51



ANEXO14

Tabla S. Andlisis de varianza de los valores promedio de niveles séricos de transaminasa
glutdmico oxalacética (GOT) por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Baccharis tricuneata (L..F.) Pers. “yana taya”.

GOT(UINY) Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 9234835 5 1846,967 867,930 ,000
Intra-grupos 51,072 24 2128
Total 9285907 29
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ANEXO15

Tabla 10. Prueba de Tukey para los valores promedio delos niveles séricos de

transaminasa glutamico oxalacética (GOT) por efecto del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya”.

a= 0,05
Tratamientos N 1 2 3 4
Blanco 5 14020
200 mg/kg 5 4,0320 4,0320
Silimarina 5 46680
400 mg/kg 5 6,3600
100 mg/kg 5 10,8500
CCl, 5 51,9120
Sig. ,083 157 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Uses harmonic mean simple size = 5,000
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ANEXO 16

Tabla 11. Andlisis de varianza de los valores promedio de niveles seéricos de

transaminasa glutamico pirdvica (GPT) por efecto del exiracto hidroalcohdlico de las

hojas de Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. "yana taya”.

GPT(UIIL) Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 577,743 5 115,549 96,841 ,000
Intra-grupos 28,636 24 1,193
Total 606,379 29
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ANEXO17

Tabla 12. Prueba de Tukey los valores promedio de niveles séricos de transaminasa

' glutdmico pirdvica (GPT) por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Baccharis tricuneata (L.F.) Pers. “yana taya’.

a= 0,05
Tratamientos N 1 2 3 4
Blanco 5 1,2480
Silimarina 5 3,9160
400 mg/kg 5 5,1180
200 mg/kg 5 9,1360
100 mg/kg 5 12,2220
CCl, 5 13,2420
Sig. 1,000 520 1,000 682

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Uses harmonic mean Sample Size = 5,000.
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ANEXO18
Tabla 13. Andlisis de varianza de los valores promedio de niveles séricos de Fosfatasa

Alcalina (FA) por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis tricuneata
(L.F.) Pers. “yana taya".

Fosfatasa Suma de gl Media F Sig.
alcalina (Ul/1) cuadrados cuadrética
Inter-grupos 53003,313 5 10600,663 37,502 .000
intra-grupos 6784,024 24 282,668
Total 59787,338 29
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ANEXO 19

Tabla 14. Prueba de Tukey para los valores promedio de niveles séricos de Fosfatasa
Alcalina (FA) por efecto del extracto hidroalcohdlico de ias hojas de Baccharis fricuneata

(L.F.) Pers. “yana taya’.

a= 0,05
Tratamientos N 1 2 3
Bianco 5 48,4300
Silimarina 5 132,6760
400 mg/kg 5 134,3580
200 mg/kg 5 159,5380 159,5380
100 mg/kg 5 162,4620 162,4620
CCl, 5 176,8000
Sig. 1,000 092 ,592

Se muestran las medias para los grupos en Ios subconjuntos homogéneos.

a. Uses harmonic mean Sample Size = 5,000.
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