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RESUMEN

En la presente investigacion se estudio el efecto hepatoprotector de una mezcla de polvo de hojas de Gentianella
alborosea (Gilg) Fabris, Cynara scolymus, Berberis vulgaris, Peumus boldus, raices de Taraxacum officinale, y vitaminas
B6 y B12 (PROTHEPA®) en Rattus norvegicus Sprague Dawley con intoxicacion hepatica inducida por paracetamol.
En el experimento, 25 ratas hembra fueron distribuidas aleatoriamente en cinco grupos, G1: suero fisiologico (SF) 4
mL/kg; G2 (control negativo): SF 4 mL/kg + paracetamol 400 mg/kg; G3 (control positivo): Silimarina 100 mg/kg +
paracetamol 400 mg/kg; G4: Mezcla PROTHEPA® 100 mg/kg + paracetamol 400 mg/kg; y G5: Mezcla PROTHEPA®
500 mg/kg + paracetamol 400 mg/kg. Se realizaron analisis bioquimicos para determinar el perfil hepatico
(transaminasas glutamico oxalacético (TGO), transaminasa glutamico piravico (TGP), bilirrubinas totales (BT), y
proteinas totales (PT)), asi como, evaluaciones anatomo-patol6gicas. Los resultados demostraron que G2 presenta un
incremento significativo de TGP (80,20 + 1,3), BT (0,39 + 0,23), y una reduccién importante de PT (4,82 + 0,46). En
cuanto a G3, G4 y G5; todas las pruebas permanecieron dentro de los valores normales, similares a G1. Estos resultados
demuestran que las mezclas PROTHEPA® de 100 mg/kg y 500 mg/kg presentan efecto hepatoprotector, lo cual se
corrobora con las evaluaciones anatomo-patoldgicas.
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ABSTRACT

In the present investigation, the hepatoprotective effect of a powder mixture of leaves of Gentianella alborosea (Gilg)
Fabris, Cynara scolymus, Berberis vulgaris, Peumus boldus, Taraxacum officinale roots, and vitamins B6 and B12
(PROTHEPA®) was studied in Rattus norvegicus. Sprague Dawley with paracetamol-induced liver intoxication. In the
experiment, 25 female rats were randomly distributed into five groups, G1: physiological serum (SF) 4 mL/kg; G2
(negative control): SF 4 mL/kg + paracetamol 400 mg/kg; G3 (positive control): Silymarin 100 mg/kg + paracetamol 400
mg/kg; G4: PROTHEPA® mixture 100 mg/kg + paracetamol 400 mg/kg; and G5: PROTHEPA® mixture 500 mg/Kg +
paracetamol 400 mg/kg. Biochemical analyzes were performed to determine the liver profile (glutamic oxalacetic
transaminase (GOT), glutamic pyruvic transaminase (GTP), total bilirubin (BT), and total protein (PT)), as well as
pathological evaluations. The results showed that G2 presents a significant increase in TGP (80.20 +1.3), BT (0.39 +
0.23), and a significant reduction in PT (4.82 + 0.46). As for G3, G4 and G5; all tests remained within normal values,
similar to G1. These results demonstrate that the PROTHEPA® mixtures of 100 mg/kg and 500 mg/kg have a
hepatoprotective effect, which is corroborated by the anatomo-pathological evaluations.
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1. Introduccion

El higado es el principal érgano afectado por
multiples procesos inflamatorios inducidos por
virus, medicamentos o sus metabolitos (Teja et
al., 2005). Las afecciones hepaticas representan
uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial a nivel mundial, en el Pert se encuentran
ubicadas en el quinto puesto debido al uso de
medicamentos hepatotoxicos entre ellos cabe
resaltar a los antidepresivos, AINES,
benzodiacepinas, etc. (Bustios, Davalos, Roman,
y Zumaeta, 2007). La toxicidad hepatica se puede
definir como un deterioro del higado afectando
sus funciones a causa de un exposicion a agenten
lesivos como farmacos u agentes infecciosos
(Fernandez, 2015). El acetaminofén o
paracetamol se ha posicionado como uno de los
analgésico y antifebriles mas utilizados a nivel
mundial, en gran parte debido a su libre
comercializacion, amplia accién terapéutica y al
ser considerado relativamente seguro. No
obstante, se ha demostrado que una sobredosis
con este farmaco puede conducir a una necrosis
hepatica ocasionando el deceso de la persona.
Por ofro lado la Silimarina que es basicamente
una mezcla de flavonoides aislados del cardo
mariano ( Silibina, Silidianina y Silicristina) este el
activo presente en la mayoria de los farmacos
hepatoprotectores, el cual ha demostrado eficacia
y seguridad frente a las enfermedades hepaticas
por tal razon se selecciond como control positivo
(Vargas, 2016).

Existen en el mercado varios productos
comerciales a base de plantas medicinales que
indican brindar beneficiosa la salud de las
personas; sin embargo, no cuentan con el debido
sustento cientifico. Por tal motivo se decidié elegir
un producto que contenga en su composicién
plantas que tengas estudios que presenten efecto
hepatoprotector de manera individual, Peumus
boldus “Boldo” (Yovera, 2015), Gentianella
alborosea “Hercampuri” (Ugaz, Zafra y Tapia,
2012, Quiroz, 2019) Cynara scolymus “Alcachofa”
(Osorio, * 2012), Berberis vulgaris “agracejo
(Tahmasebi et al., 2018) Taraxacum officinale
“diente de ledn” (Favari, Arce, Ortiz, Perez, Soto y
Melendez, 2013), seleccionandose evaluar el
efecto hepatoprotector de un producto a base de
una mezcla de polvo de hojas de Gentianella
alborosea (Gilg) Fabris “hercampuri®, hojas de
Cynara scolymus “alcachofa”, hojas de Berberis
vulgaris “agracejo’, hojas de Peumus boldus
“boldo”, raices de Taraxacum officinale “diente de
le6n”, vitamina B6 y vitamina B12 (PROTHEPA®)

en Rattus norvegicus Sprague Dawley con
intoxicacién hepatica inducida por paracetamol.

2. Materiales y métodos

Se empled la técnica de inducciéon a hepato-
toxicidad por paracetamol propuesta por Gibson
et al. (1996). El producto PROTHEPA® es una
mezcla de polvo de hojas de Gentianella
alborosea (Gilg) Fabris, hojas de Cynara
scolymus, hojas de Berberis vulgaris, hojas de
Peumus boldus, raices de Taraxacum officinale,
vitamina B6 y vitamina B12 caja por 100 capsulas
en blister, lote: 2010080, fecha de expira 01-2023,
fue brindado por Laboratorios Biosana SAC.

Descripcion de la muestra: Capsulas con polvo
no homogéneo, de color verde amarillento, con
olor y sabor caracteristico, con peso promedio de
383,8 mg, polvo parcialmente soluble en agua y
con 8,5% de humedad. Limite microbiologico
(unidades formadoras de colonia UFC): Mohos:
recuento <10 ufc/g, Coliformes: recuento <10
ufc/g, Staphylococcus aureus: recuento <10 ufc/g,
Salmonella sp: Ausente/ 25 g.

Tratamiento Experimental: Se emplearon 25
ratas hembra de la especie Rattus norvegicus,
cepa Sprague Dawley con un peso de entre 160 a
190 gramos, las cuales fueron acondicionadas por
una semana con periodos intermitentes de 12
horas de exposicion a la luz y 12 horas en la
oscuridad en un ambiente estdndar a una
temperatura de entre 20 a 25 °C. La distribucién
de las ratas se llevo a cabo en 5 grupos al azar de
5 ratas cada uno (Tabla 1), recibieron comida y
agua (normoproteica y normocalérica). En el
octavo dia se llevo a cabo el peso y rotulado de
cada rata empleada en el estudio, para dar inicio
al desarrollo experimental del proyecto, durante
los siguientes diez dias. Tiempo en el cual se
procedié a evaluar la accidén hepatoprotectora de
la mezcla PROTHEPA® ratas de la especie
Rattus norvegicus, cepa Sprague Dawley con
intoxicacion hepatica inducida por paracetamol®.
Al finalizar el experimento se obtuvo 5 mL de
sangre arterial por puncion cardiaca para el
control de analisis de enzimas hepéticas;
tfransaminasas glutamico oxalacético (TGO),
transaminasa  glutdmico  pirGvico  (TGP),
bilirrubinas totales (BT), y proteinas totales (PT).
Posteriormente, los animales fueron sacrificados
mediante el método de degollacion y se extrajeron
sus higados para el analisis anatomohistopa-
toldgico.
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Tablas 1
Grupos de experimentacion
G1 (Blanco) G2 (Control negativo)  G3 (Control positivo) G4 G5
Suero fisiolégico Suero fisiolégico Silimarina 100 ma/k Mezcla PROTHEPA® Mezcla PROTHEPA®
0,9% 0,9% 9%g 100 mglkg 500 mg/kg
FEIEEEE A0 FEIEEEE A0 Paracetamol 400 mg/kg Paracetamol 400 mg/kg
mg/kg mg/kg

Componente ético de la Investigacion

El manejo de los animales empleados en el
desarrollo de esta investigacion se realizé segun
lo estipulado en el Art 19 de la ley de proteccion y
bienestar animal (Pert ley N° 30407) (Yovera,
2015). Las técnicas empleadas estan disefiadas
para reducir al minimo el dolor y sufrimiento que
se infringe a los animales empleados en esta
investigacion (ratas), tanto al suministrar los
medicamentos como en el momento de su
sacrificio. Por ello se tuvo en cuenta el principio de
las tres R (Pardo, 2005).

Procedimiento y analisis de datos

Los datos fueron organizados para ser analizados
por grupos, comparandose el blanco (G1) sin
dafio ni tratamiento, control negativo (G2) con
dafio, frente al grupo control positivo (G3) con
dafio y tratamiento, y a los grupos experimentales
(G4 y G5). El analisis de datos se llevé a cabo a
través del software estadistico SPSS version 21.0
para Windows y Minitab.

3. Resultados y discusion

Resultados de los parametros bioquimicos

En la Tabla 2 se exponen los valores de
concentracion del perfil hepatico de todos los
grupos. Grupo blanco (G1) demostrd valores
normales de transaminasas glutamico oxalacético
(TGO), transaminasa glutamico piravico (TGP),
bilirrubinas totales (BT) y proteinas totales (PT).
Grupo control negativo (G2) a diferencia de (G1)
sefiala un aumento importante de TGP. Con
relacion al grupo control positivo (G3), los valores
de TGO, TGP y BT se encontraron dentro de los

valores estandar. En el grupo tratado con
PROTHEPA® 100 mg/kg (G4), los valores
hallados fueron similares a G1. En el grupo
tratado con PROTHEPA® 500 mg/kg (G5), los
hallasgos demostraron valores normales con
similitud a G1y G3.

Se compararon todos los resultados bioquimicos
obtenidos a través de la prueba de analisis de
varianza (ANOVA). Para la comparar los prome-
dios entre los grupos tratamiento y experimental,
se obtuvo que solo existe diferencia significativa
para TGP. En la Tabla 3 se observa el valor de
significancia 2 subconjuntos de comparacion para
TGP; el unico grupo que obtuvo diferencia es el
control negativo (G2) para un alfa = 0,05 en HSD.

Tabla 3
Determinacion de la efectividad de los tratamientos
empleado, andlisis de HSD Turkeya para TGP

Subconjunto para alfa =

Grupos N 0,05

1 2
Blanco 5 43,0000
Mezcla
PROTHEPA® 100 5 52,2000
mg /kg
Mezcla
PROTHEPA®500 5 58,0000 58,0000
mg /kg
Control positivo 5 67,2000 67,2000
Control negativo 5 80,2000
Sig. 0,055 0,089

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
5,000.

Tabla 2
Perfil hepatico de las ratas Rattus norvegicus hembras Sprague Dawley
Valores TGO (UIL) TGP (UIIL) BT (mg/dL) PT(g/dL)
normales 79,5 —248,1 20,2 - 69,8 0,005-0,19 6,11-17,49
G1 191,40 +65,68 43,00 £824 021 £0,07 522 10,21
G2 193,00 +63,73 80,20 +1,34 0,39 0,23 482 +0,46
G3 22540 £100,40 67,20 +10,94 0,21 0,05 444 +044
G4 187,80 +36,72 52,20 +16,04 0,21 0,10 472 0,16
G5 231,20 +113,76 58,00 +16,43 023 0,07 450 0,00
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En este estudio se administré paracetamol 400
mg/kg para inducir el dafio hepatico en ratas
hembra Sprague Dawley durante 10 dias. Los
resultados se pueden observar en la tabla 2,
donde se resalta que el grupo control negativo
(G2) muestra niveles altos de transaminasa
glutamico pirtvica (TGP). Esto demuestra que el
farmaco caus6 un efecto tdxico sobre el
parénquima hepatico, provocando el dafio en la
membrana plasmatica hepatocelular, y asi
ocasionando la liberacion de la enzima TGP del
citosol al torrente sanguineo. Esta informacion se
corrobora con el mecanismo de la hepatotoxicidad
inducida por acetaminofén, estudio realizado por
Gibson et al. (1996). Por otro lado, el grupo de
mezcla PROTHEPA® 100 mg/kg (G4), nos
muestra una media donde los valores bioquimicos
se encuentran dentro de los valores normales, se
asemeja a los resultados del grupo blanco (G1).
De esta manera, se entiende que las plantas
medicinales y vitaminas presentes en la mezcla
PROTHEPA® a concentracion de 100 mg/kg
protegen al higado frente a un dafio inducido por
paracetamol de 400 mg/kg. Resultados similares
se observan en estudios realizados para las
plantas de manera individual, asi como el efecto
protector en el higado que presentan las vitaminas
B6 y B12, Yovera (2015) comprobd el efecto
hepatoprotector de 200 mg/kg de extracto acuoso
de las hojas de Peumus boldus “Boldo” en la
intoxicacion hepatica inducida por isoniazida,
Novoa et al. (2008) encontré que Gentianella
alborosea “Hercampuri” a dosis de 35 mg/kg
disminuye la necroinflamacién hepética, pero no
regenera el tejido hepéatico en un modelo de
esteatosis hepatica no alcohdlica inducida con
tetracloruro de carbono, Osorio (2012) observo
que el extracto de las hojas de Cynara scolymus
“Alcachofa” en una concentracion de 200 mg/kg
tiene efecto hepatoprotector en ratas (Rattus
novergicus) con hepatoxicidad inducidad por
tetracloruro de carbono, Tahmasebi et al. (2018)
reportaron que el extracto de hojas de Berberis
vulgaris a 40, 80, and 120 mg/kg tiene efecto
hepatoprotector en ratas con intoxicacion
hepatica aguda con tetracloruro de carbono
(CCl4), Favari Liliana et al. (2013) efectos
hepatoprotector y antioxidante del extracto
acuoso de Taraxacum officinale (100, 200 y 400
mg/kg) en ratas con intoxicacion hepatica aguda
con tetracloruro de carbono (CCl4), por otro lado
Saravanan et al. (2017) detecto efecto
hepatoprotector de la vitamina B12 en ratas con
hepatotoxicidad inducida por acetaminofen y
Cheng-Chin et al. (2015) evaluaron el rol de la

vitamina B6 con defensa antioxidante en ratones.
Al evaluar diferentes marcadores bioquimicos en
la Tabla 2, de acuerdo con los valores de
significancia de TGO y TGP, el grupo G3 (control
positivo) se encuentra dentro de los valores
normales, por lo tanto, se asume que tiene
proteccién frente al dafio hepatico inducido por
paracetamol. Sin embargo, el resultado obtenido
del Grupo G3 (control positivo) en comparacion
con los grupos mezcla PROTHEPA® 100 mg/kg y
500 mg/kg se encuentra elevado ubicandose al
limite del rango de valores normales del grupo
blanco (G1). Es decir, el Grupo G3 (control
positivo) presenta una menor proteccion a la
proteccién frente al dafio hepatico inducido por
paracetamol a los obtenidos por De la Cruz et al.
(2018) Con un grupo patrén (Silimarina 100 mg +
paracetamol de 200 mg). Este resultado se podria
estar relacionado a que la concentracion de
paracetamol en nuestro estudio fue del doble.

Observacion macroscopica de los higados de
ratas hembra Sprague Dawley

En la Tabla 4 se detalla el analisis macroscopico
de los higados extraidos de las ratas, se sefialan
caracteristicas como el color y aspecto segun los
grupos.

Tabla 4

Anélisis macroscépico de los higados
GRUPOS COLOR/ASPECTO
GRUPO | rojo vino, aspecto liso y
(blanco) sin lesiones aparentes
GRUPO Il <':olor rojo palido con
(control negativo) areas moreteadas y azul

violeta

AL color rojo palido
(control positivo) 10 pal
GRUPO IV color rojo vino, aspecto
(Mezcla PROTHEPA®  liso y sin lesiones
100 mg/kg) aparentes
GRUPOV Color rojo vino, aspecto
(Mezcla PROTHEPA® liso y sin lesiones
500 mg/kg) aparentes

Resultados del estudio anatomo-patolégico

Con respecto a los controles en la Figura 1A se
observa un tejido hepatico normal, las trabéculas
(TB) de las células hepéticas estan formadas por
una o dos células, las sinusoides (SN) se
mantiene conservados entre las trabéculas, las
células de Kupffer no muestran contenido, las
venas centrolobulillares (CVL) se encuentran
permeables y en los espacios porta (EP) se
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observa vena porta (VP) y un conducto biliar (VP),
normales. En la Figura 1B se indican los
hepatocitos, las trabéculas a nivel de la zona 3
acino portal presentan una leve micro
vacuolizacion (MV) (desarrollo de pequefias
vacuolas dentro de las células hepaticas, que las
hacen ver de color méas claro) en el citoplasma,
también se observa una disminucién de la luz de
las sinusoides (SN) (Dando lugar a percibir que
las trabéculas se encuentran mas cercanas entre
si y las sinusoides, como cerrados). Las venas
centrolobulillares (CVL) se observan congestio-
nadas; y en la Figura 1C la imagen histol6gica se
aprecia aparentemente normal, a excepcion del
nivel periportal (EP), donde se observa una leve
infiltracién linfocitaria (LF) y elevacion de la
cantidad de conductos biliares (CB). Ademas, un
aumento leve de células de Kupffer (CK) y ligera
dilatacion sinusoidal (SN).

Se aprecia una infiltracién linfocitaria periportal
leve (LF) (Figura 2A), se encontrd sinusoides (SN)
dilatados entre las trabéculas (TB), las células de
Browicz-Kupffer no presentan contenido, las
venas centrolobulillares (CVL) se observan
congestionadas. En la Figura 2B se aprecia

infiltrado linfocitario (LF) periportal, ademas dafio
celular alrededor, hepatocitos de citoplasmas
vacuolados, se aprecia que las sinusoides (SN) no
presentan dilatacion entre las trabéculas (TB), las
células de Browicz-Kupffer no presentan sefial de
contenido, las venas centrolobulillares (CVL)
presentan una congestion leve).

La mezcla PROTHEPA® 100 mg/kg (G4) y 500
mg/kg (G5) se aproxima al resultado del grupo
blanco (G1) (Tabla 3), lo cual indica que a partir
de 100 mg/kg de mezcla de PROTHEPA®
presenta protecciéon frente al dafio hepético
inducido por paracetamol. En el estudio anatomo
patolégico (Figura 1B) del grupo tratado con
paracetamol 400 mg/kg (G2), se muestra a los
hepatocitos y a las trabéculas a nivel de la zona 3
acino portal con una leve micro vacuolizacion
(MV) en el citoplasma causados por un estado de
hipoxia o toxicidad, esto se relaciona con una
sobre dosis de paracetamol.

También se observa una disminucion de la luz de
los sinusoides hepaticos (4), de tal manera que
existe relacion con los resultados obtenidos del
perfil bioquimico, resaltando el incremento de la
enzima TGP.
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Figura 1. Microfotografia a 400X del corte histoldgico del higado de ratas hembra Sprague Dawley que recibieron Suero
Fisiologico 0,9% 4mL/kg. (A) grupo blanco, (B) grupo control negativo (G2), (C) grupo control positivo (G3).
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Figura 2. Microfotografias a 400X, corte histolégico del higado de las ratas hembra Sprague Dawley. (A)Grupo (G5)
tratado con Mezcla de 500 mg/kg, (B) Grupo (G4) tratado con Mezcla de 100 mg/kg.
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Bukhsh et al. (2014) menciona en su estudio
hepatocurativo que el grupo control muestra
relacion entre el resultado bioquimico y los
resultados del estudio anatomo-patolégico donde
se detalla presencia de necrosis de hepatocitos,
presencia de vacuolas y fibrosis hepatica.

En la Figura 1C, el Grupo G3 (control positivo) se
observa un infiltrado linfocitario en los espacios
porta, vacuolas en inicio de pérdida del orden de
las trabéculas (TB). La cual representa una baja
proteccién frente al dafio hepatico inducido por
paracetamol en comparacion con el grupo blanco
(G1) Figura 1A, por otro lado el grupo tratado con
extracto de 100 mg/kg (G4) Figura 2A, los
sinusoides permanecen conservados entre las
trabéculas, las células de Kupffer no muestran un
contenido, las venas centrolobulillares (CV) se
encuentran permeables, de manera que si se
observa reduccién del dafio hepatico al igual que
el Grupo extracto 500 mg/kg (G5) Figura 2B;
presentan ligera dilatacién, con algunas vacuolas,
leve presencia de células de Kupffer, sin embargo
se desconoce el mecanismo especifico por el cual
la mezcla de plantas y vitaminas presenta
proteccién contra el dafio hepatico; este efecto
estaria  directamente relacionado a los
metabolitos secundarios que lo componen y los
efectos protectores y regeneradores que tienen
las vitaminas B6 y B12. Esto muestra una relacion
de los resultados anatomo-patolégicos con los
resultados de los estudios bioquimicos. Por lo
tanto, se concluye que a concentracién de 100
mg/kg y 500 mg/kg la mezcla de polvo de hojas de
Gentianella alborosea (Gilg) Fabris “hercampuri”,
hojas de Cynara scolymus “alcachofa”, hojas de
Berberis vulgaris “agracejo’, hojas de Peumus
boldus “boldo”, raices de Taraxacum officinale
“dientes de ledn”, vitamina B6 y vitamina B12
(PROTHEPA®) en Rattus norvegicus Sprague
Dawley con intoxicacién hepatica inducido por
paracetamol 400 mg/kg, demostré efecto
hepatoprotector en comparacion con Silimarina
(G3). Cabe resaltar que G3, control positivo,
presenta una baja proteccién frente al dafio
hepético inducido por paracetamol 400 mg/kg, se
recomienda seguir con los estudios con el fin de
evaluar el efecto en humanos.

5. Conclusiones

A concentracion de 100 mg/kg y 500 mg/kg, la
mezcla de polvo de hojas de Gentianella
alborosea (Gilg) Fabris “hercampuri”, hojas de
Cynara scolymus “alcachofa”, hojas de Berberis
vulgaris “agracejo”, hojas de Peumus boldus

“boldo”, raices de Taraxacum officinale “dientes
de leon”, vitamina B6 y vitamina B12
(PROTHEPA®) en Rattus norvegicus Sprague
Dawley con intoxicacion hepatica inducido por
paracetamol 400 mg/kg, comprobd un efecto
hepatoprotector comparandose con Silimarina
(G3). Ademas, se resalta que G3, control positivo,
present6 una proteccién hepatica baja frente a la
injuria inducida por paracetamol 400 mg/kg.

Se recomienda seguir con los estudios con el fin
de evaluar el efecto en humanos.
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