Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
Facultad de Medicina

Escuela Profesional de Nutricion

Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz
Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la

toxicidad inducida por gentamicina en ratas

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Licenciada en Nutricion

AUTOR
Erika Georgette MENDOZA COCHACHI

ASESOR
Oscar Gustavo HUAMAN GUTIERREZ

Lima, Pera

2019



BSOSO

Reconocimiento - No Comercial - Compartir Igual - Sin restricciones adicionales

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Usted puede distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir del documento original de modo no
comercial, siempre y cuando se dé crédito al autor del documento y se licencien las nuevas
creaciones bajo las mismas condiciones. No se permite aplicar términos legales o medidas
tecnoldgicas que restrinjan legalmente a otros a hacer cualquier cosa que permita esta licencia.


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Referencia bibliografica

Mendoza, E. Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota
(zanahoria) variedad morada en la toxicidad inducida por gentamicina en ratas
[Tesis]. Lima: Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Medicina,
Escuela Profesional de Nutricion; 2019.




HOJA DE METADATOS COMPLEMENTARIOS

Cadigo Orcid del autor (dato opcional):

Cédigo Orcid del asesor o0 asesores (obligatorio):
0000 — 0002 — 6224 - 9165

DNI del autor:

47745711

Grupo de Investigacion:

Salutaris Cibus e Plantae

Institucidén que financia parcial o totalmente la investigacion

Ubicacién geogréfica donde se desarroll6 la investigacion. Debe incluir localidades y
coordenadas geograficas

Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion

Afo o rango de anos que la investigacién abarcé:

2017 - 2019



Universidad Nacional Mayor de San Marcos
[257 A35EN Universidad del Perd. Decana de América
(it Facultad de Medicina

Escuela Profesional de Nutricion

“Afio de la Lucha contra la Corrupcién y la Impunidadl”

ACTA N° 020 DE EXAMEN DE TITULACION
MODALIDAD DE SUSTENTACION DE TESIS

Conforme a lo estipulado en el articulo 45° de la Ley Universitaria 30220, el Jurado de
Sustentaciéon nombrado por el Comité de Gestion y la Direccion de la Escuela Profesional de
Nutricién, conformado por las siguientes Docentes:

Presidente: Dr. Segundo Tedfilo Calderén Pinillos
Miembros: Dra. Maribel Tirza Grados Marquez
Mg. Luis Pavel Palomino Quispe

Asesor: Mg. Oscar Gustavo Huaman Gutiérrez

Se reunié en la ciudad de Lima, el dia miércoles 21 de agosto del 2019, para proceder a evaluar
la Sustentacion de Tesis para Optar el Titulo Profesional de Licenciada en Nutricion del
bachiller:

ERIKA GEORGETTE MENDOZA COCHACHI

Codigo de Matricula N°® 12010188

Tesis: “Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria)
variedad morada en la toxicidad inducida por gentamicina en ratas"
(Aprobado con RD N° 2738-D-FM-2016)

La mencionada bachiller aprueba el examen de titulacion, mediante la modalidad de sustentacion
de tesis, obteniendo la calificacion de:
Y 9 ),
DIECLSETS

(En letras)

Estando de acuerdo con la presente a el\Jurado de Sustentacién firma en sefial de
conformidad.

Dr. Segundo Teéfito Calderon lellos
Presidente

Dra. Maribel Tirza Grados Marquez Mg. “Luis Pavel Palomino Quispe
Miembro i Miembro

e SION4,
qep? DI, 2
q 0 ¢

Mg. dscar Gustavo Huaman Gutiérrez
Asesor

DHDP/desa

Av. Grau 755 - Lima 1 - Apartado Postal 529 - Lima 100 - Perii Central Facultad de Medicina (511) 3283838
Central UNMSM 619-7000 anexo 5401
Portal Web: htip://medicina.unmsm.edu.pe / epnulricion. medicinal@unmsm.edu.pe




Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la
toxicidad inducida por gentamicina en ratas

Dedicatoria

A mis padres por estar siempre conmigo
y brinddndome la confianza en cada
paso que doy, y sobre todo por el
sacrificio que ellos hicieron por todo este

tiempo para poder alcanzar mi meta.



Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la

toxicidad inducida por gentamicina en ratas

Agradecimientos

Primeramente, a Dios por estar siempre
presente cuidandome y guidndome en toda
mi carrera y por darme fuerzas en los
momentos dificiles.

A mi alma mater, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos por ayudarme en mi
formacién académica y humanitaria para
lograr  desarrollarme en  diferentes
oportunidades que se presenten.

A los miembros del jurado por el tiempo
que se tomaran en la revisién del trabajo y
sustentacion.

A mi asesor el Mg. Oscar Huamén
Gutiérrez por su apoyo y correcciones para
la culminacion de este trabajo al compartir
conocimiento cientifico.

Al Centro de Investigaciéon y Bioquimica y
Nutriciéon Alberto Guzman Barrén por
haberme brindado sus instalaciones para el
desarrollo de este trabajo.

Finalmente quiero dedicar a Juan, por
darme su apoyo incondicional en cada

momento que lo necesitaba.



Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la
toxicidad inducida por gentamicina en ratas

RESUMEN:

Objetivos: Determinar el efecto nefroprotector del zumo de raiz Daucus carota
(zanahoria) variedad morada frente a la toxicidad inducida por gentamicina en ratas.
Materiales y métodos: Presenta un disefio analitico-experimental, prospectivo de
corte longitudinal; se utilizd6 28 ratas machos albinas de la cepa Holtzman de 12
semanas de edad, con un peso promedio de 210+5 g. Se empled el zumo de raiz
Daucus carota (zanahoria) variedad morada por medio de un extractor casero. Las
ratas fueron distribuidas de forma aleatoria en cuatro grupos (n=7). las cuales
recibieron los siguientes tratamientos por 27 dias, via peroral grupo | y Il: suero
fisiologico; grupo Ill: 2 mL/kg de zumo de Daucus carota (zanahoria) variedad morada;
grupo IV: 10mL/kg de zumo de Daucus carota (zanahoria) variedad morada. A partir
del dia 21 por via intramuscular los grupos Il al IV recibieron gentamicina a dosis de 50
mg/kg durante siete dias. Principales medidas de resultados: Metabolitos
nitrogenados séricos y excretados como creatinina, urea y acido Urico, y proteinas en
orina. Resultados: El zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada redujo
los niveles séricos y esto se debe al % de inhibicién de la creatinina en un 71,8%, urea
en un 34,6%, acido Urico en un 57,1% y en los metabolitos excretados se encontré una
mayor excrecion de urea en un 45,9% y creatinina 115,6% a menor dosis y respecto a
las proteinas se evidencié una mayor excrecion en ambas dosis con un 79,4% vy
86,6%. Conclusion: En el presente estudio de investigacion la administraciéon del
zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada presenta efecto

nefroprotector.

Palabras claves: planta medicinal; Daucus carota; gentamicina; zanahoria morada;

nefroproteccion.
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ABSTRACT

Objectives: To determine the nephroprotective effect of root juice Daucus carota
(carrot) purple variety against the gentamicin-induced toxicity in rats. Materials and
methods: It presents an analytical-experimental design, prospective of longitudinal cut;
28 albino male rats of the 12-week-old Holtzman strain were used, with an average
weight of 210 + 5 g. Daucus carota (carrot) purple variety juice was used by means of a
homemade extractor. The rats were randomly distributed in four groups (n = 7). which
received the following treatments for 27 days, peroral route group | and II: physiological
serum; group lll: 2 mL / kg of juice of Daucus carota (carrot) purple variety; Group IV:
10mL / kg of juice of Daucus carota (carrot) purple variety. From day 21
intramuscularly, groups Il through IV received gentamicin at a dose of 50 mg / kg for
seven days. Main outcome measures: Serum nitrogen metabolites excreted as
creatinine, urea and uric acid, and proteins in urine. Results: Daucus carota root juice
(carrot) purple variety reduced serum levels and this is due to% inhibition of creatinine
in 71.8%, urea in 34.6%, uric acid in 57.1 % and in excreted metabolites a greater
excretion of urea was found in 45.9% and creatinine 115.6% at lower doses and with
respect to proteins, greater excretion was shown in both doses with 79.4% and 86, 6%
Conclusion: In the present research study the administration of Daucus carota root
juice (carrot) purple variety has a nephroprotective effect.

Keywords: medicinal plant; Daucus carota; gentamicin; purple carrot;
nephroprotection.
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I. INTRODUCCION

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) en estos ultimos afos se ha convertido en un
problema de salud publica grave a nivel global segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), (1) debido a su alta morbilidad, al elevado costo que genera los
diferentes tratamientos por hemodialisis, dialisis peritoneal y por ultimo el trasplante de
rindn que es muy dificil de acceder (2). Segun la OMS vy su filial siendo la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) se unen con la Sociedad Latinoamericana de
Nefrologia e Hipertension (SLANH) sefialan que la ERC afecta casi al 10% de la
poblacién a nivel internacional (3).

En un documento presentado por The Global Kidney Health Atlas y reunido por la
Sociedad Internacional de Nefrologia (SIN) nos muestra a los paises desarrollados
como Bélgica y Arabia Saudi con una prevalencia del 24%, siguiéndoles Polonia 18%,
Alemania 17%, Reino Unido y Singapur 16% y los paises bajos con una menor
prevalencia de 5% (4).

En el 2017 en la ciudad de México se llevd a cabo el Primer Foro Global de Politicas
Publicas en Enfermedad Renal durante el Congreso Mundial de Nefrologia de la
Sociedad Internacional de Nefrologia (ISN) dandonos a conocer que en Latinoamérica
el 95% de fallecimiento se debe a sus dos principales causas de la ERC la diabetes
mellitus y la hipertensién arterial, también menciona que en los paises de Guatemala,
México, Nicaragua y El Salvador la ERC es considerada una de las causas principales
de mortalidad temprana (5).

En el Pera la enfermedad renal cronica (ERC) poco a poco se esta convirtiendo en un
problema de salud publica, por presentar una tendencia creciente, ya que cada ano se
reportan mas casos de personas que padecen esta enfermedad. Este problema se
debe a que nuestro pais esta sufriendo cambios en la poblacién como por ejemplo un
aumento en la esperanza de vida que por consiguiente habra un mayor nimero de
personas con edad avanzada siendo mas propensos a padecer enfermedades

degenerativas. (6)

Otro cambio que hoy en dia se estd observando es que la prevalencia de

enfermedades transmisibles se encuentra menor que las enfermedades no

Erika Georgette Mendoza Cochachi
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transmisibles, debido al cambio de estilo de vida de las personas, al sedentarismo,
mayor consumo de alimentacion inadecuada, todo esto trae como consecuencia
diferentes tipos de enfermedades como diabetes, HTA, obesidad, dislipidemia, etc.
Siendo estas patologias causas principales de la ERC, pero también hay otros factores
de riesgo como la glomerulonefritis crénica, uropatia obstructiva, estrés oxidativo, etc

que en la actualidad se esta tomando en cuenta para brindar un tratamiento adecuado.

(6)

Segun MINSA la ERC desde el 2010 hasta el 2017 se reportaron 188 686 casos,
presentando la poblacion adulto mayor la cifra mas alta con un 52.5%, siguiéndoles la
poblacién de 30 a 59 afos con un 36.1% y también se encontr6 en menor cantidad a
la poblacion de nifilos menores de 12 anos con un 2.1%. Esta enfermedad esta
afectando de una forma creciente a diferentes edades en la poblacién peruana. (7)

En el Pera en los ultimos anos ha aumentado la prevalencia de tratamiento de la ERC
segun el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y Control de Enfermedades
del Pert (CDC-Peru) para el ano 2017, el tratamiento de remplazo renal que consta de
didlisis peritoneal, hemodidlisis y trasplante renal, en el sistema de EsSalud la
prevalencia aumenté a 1137 pacientes por millon de poblacién (pmp) y en el MINSA
209 pmp. (2)

Dos de las causas principales de la ERC es la hipertensién arterial y la diabetes
mellitus segun la Encuesta Demografica y de Salud Familiar (ENDES) 2018 se
encontraron en el grupo etario mayor de 15 anos con diagndéstico de hipertension
arterial 9.5% de la poblacién y 3.6% de diabetes mellitus, y a nivel de regién con
mayor porcentaje de 10.6% en la region costa, siguiéndole la selva con 10% y en
menor porcentaje Lima Metropolitana y la region Sierra con 9.4% y 8.4% en
hipertensién arterial. En cambio, en el caso de diabetes mellitus mayor porcentaje se
encuentra en Lima Metropolitana con un 4.4%. (8)

Segun la Sociedad Peruana de Nefrologia (SPN) en el 2017 la enfermedad renal
cronica esté perjudicando a la poblacion peruana en un 10%, esto nos muestra que tal
poblacién ha perdido en parte la funcién del renal en ese mismo afo se habian
registrado 13 000 pacientes que presentaban la enfermedad en un estadio v
recibiendo como tratamiento dialisis (9).

Este 6rgano tiene una forma similar a los frijoles, situandose detras del abdomen

superior. En los adultos este érgano tiene un peso aproximado de 113 a 170 gramos
2
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con un tamano promedio de 10 a 12 cm de longitud, de 5 a 6 cm de ancho y de grosor
2,5cm (10).

Al realizar un corte longitudinal al rifién se observa dos regiones distintas, la cara
externa es la corteza renal donde se encuentran la capsula de Bowman y la cara
interna llamada medula renal y su color varia entre marrén y rojo, donde ubicamos a
las piramides renales que son entre ocho y dieciocho. Estas piramides tienen la
funciéon de juntar los tubos que recogen la orina una vez fabricada en el rifidn, asi

mismo también junta los vasos sanguineos (11).

En el ser humano cada rindn esta formado por 1 millén de nefronas en promedio, que
son las unidades funcionales. Dichas nefronas estan constituidas por un glomérulo y
tubulo renal. El glomérulo es una red de tubos capilares que se ubica dentro de la
capsula de Bowman formando el corpusculo renal (Malpighi) y los tubulos renales
como el tubulo contorneado proximal, tdbulo recto proximal, tubulo contorneado distal,
tubulos colectores y el asa de Henle que presenta una rama ascendente y
descendente (12) (13).

Estas nefronas se encargan de las principales funciones del rifién, como es la filtracion
glomerular que es una de las primeras fases en la formacién de la orina. Esta etapa se
lleva a cabo en la capsula de Bowman donde se filtra el plasma sanguineo que
contiene agua y todos los demas constituyentes de la sangre, pero no se filtran los
elementos formes de la sangre (hematies leucocitos y plaquetas) ni proteinas (14)

La reabsorcién es la segunda funcién principal del rindbn que se lleva a cabo por el
funcionamiento de las bombas de Na*/K* que se encuentran en la region basal de las
células tubulares (15). El liquido que fue filirado en el glomérulo, pasa al tdbulo
contorneado proximal donde se absorbe aproximadamente un 80% y otras sustancias
como la glucosa, aminoacidos, urea e iones como Ca*?, Mg*?, fosfatos, lactato y citrato
que luego ingresaran a los capilares peritubulares, atravesando las paredes de ambas
estructuras (14).

La secrecién tubular es la dltima funcién del rifén que se da en el tubulo contorneado
distal donde se encuentra el liquido tubular que contiene los materiales de los
capilares peritubulares y de las células de los tubulos renales, con el fin de regular y
eliminar sustancias del torrente circulatorio hacia la orina. Las primeras sustancias

secretadas son H*, K*, NH*, creatinina y algunas drogas como la penicilina (15).

Erika Georgette Mendoza Cochachi
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Una de las patologias del rindn mas frecuente que se estd evidenciando es la
enfermedad renal cronica (ERC) que va afectando la forma y funcion renal. Sus
manifestaciones clinicas son muy variadas, y esto depende a que parte del rifién se
encuentre danado (16).

En el 2002 se publicaron por primera vez las guias Kidney Disease Outcome Quality
Initiative (K/DOQI) en donde se establece el concepto, la forma de diagnosticar y
clasificacién de la Enfermedad Renal Crénica (ERC). Cuando la Filtracién Glomerular
(FG) es menor a 60 mL/min/1,73 m? durante o mayor a tres meses o0 se encuentre una
lesion renal que se manifiesta como alteraciones en la forma y funcion renal que

ocasionaria una disminucion de la FG (17).

La ERC es clasificada en cinco estadios segun la Tasa de Filtracion Glomerular (TFG),
que va cambiando segun los factores no modificables (edad, sexo), presentando un
valor normal de 120-130 mL/min/1,73m? que va ir reduciendo segln avanza la edad.
Cuando esta TFG es menor de 60 mL/min/1,73m? la funcién renal presentaria una
disminuciéon de mas del 50% (18).

Con respecto a la clasificacion el primer estadio se presenta con una TFG normal o
mayor a =90 mL/min/1,73m? y en el segundo estadio se manifiesta una leve
disminucién de la TFG entre 89-60 mL/min/1,73m? Casi siempre en estos dos
estadios se caracteriza por ser asintomatico y su diagnostico es de manera casual, en
cambio en el tercer estadio ya hay manifestaciones clinicas y complicaciones, este
estadio se clasifica en dos sub etapas 3a que presenta una TFG entre 59 y 45
mL/min/1,73m? y 3b entre 44 y 30 mL/min/1,73m? (19).

El cuarto estadio ya se presenta un dano renal mayor con una TFG entre 15 y 30
mL/min/1,73m? y con una mayor exposicién de ingresar al quinto estadio. Este Gltimo
estadio la TFG es menor a 15 mL/min/1,73m?, necesitandose como tratamiento dialisis
o un trasplante renal (19).

Existen dos causas fundamentales para el desarrollo de esta enfermedad como la
diabetes mellitus y la presion arterial alta, siendo estas dos causantes de alrededor de
dos tercios de los casos (20). En el afio 2017 en Latinoamérica el 95% de muerte por
ERC se debieron justo a estas causas (5). También existen otras causas asociadas al
desarrollo de la enfermedad renal cronica (ERC) como son los malos habitos

alimentarios, sedentarismo, consumo de alcohol y la administracion de diversos
4
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medicamentos nefrotoxicos, (17) entre ellos encontramos a la familia de los
aminoglucoésidos, que en la actualidad se usa mayormente debido a su caracter
bactericida frente a los bacilos gramnegativos aerobios que causan mudltiples
enfermedades (21).

Esta familia de aminoglucésidos consta de diferentes farmacos que se utilizan como
tratamiento de varias patologias como (endocarditis infecciosa, neumonia nosocomial,
pielonefritis aguda, infecciones urinarias, etc.). Cuando el farmaco ingresa a nuestro
cuerpo no se asimilan ni se transforman, mas bien su eliminacion es por filtracién
glomerular (22). En el caso de la toxicidad renal causa una serie de alteraciones
clinicas una de ellas es la falla renal no oligurica, en aumento de creatinina y urea
sérica, con proteinuria y alteracion de electrolitos. Todo esto se debe a un tratamiento
de varios dias 0 a una dosis elevada (21) (23).

En diversos estudios se ha demostrado que el estrés oxidativo juega un papel clave en
la toxicidad renal por gentamicina, debido a que induce la produccion de peréxido de
hidrogeno (H>O,) en la mitocondria renal, ya que este farmaco actua directamente en
las enzimas mitocondriales; (24) el H,O, que fue generado por las mitocondrias se
origina de la dismutacién del anién superédxido (O,), por lo tanto, la formaciéon de H.O,
sugiere el incremento de la produccién del aniéon superéxido. Estos dos compuestos
quimicos pueden relacionarse y generar especies reactivas de oxigeno (ROS) (25).

Las especies reactivas de oxigeno consta mayormente de moléculas que derivan del
oxigeno que implica a los radicales libres (superoxido, hidroxilo, etc) y los no radicales
que se caracterizan por ser muy reactivos como el H,O,. Estas especies cumplen un
rol fundamental en los procesos fisioldgicos, sin embargo, cuando sus niveles
aumentan en gran medida pueden ocasionar dafnos a nivel celular, conociéndose este

proceso como estrés oxidativo (26) (27).

Estas especies reactivas generan severos efectos tras la ingesta de gentamicina a
nivel renal como apoptosis, a nivel vascular cambios en el flujo renal y tasa de
filtracion glomerular, lesion en células del mesangio (28). Diversos estudios buscan
sustancias eliminadoras del ROS, ya que estos provocan necrosis tubular. Por otro
lado, se ha demostrado que la administracion de diversos antioxidantes presenta una

reduccion del dano renal inducido por gentamicina (22).
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Hoy en dia se estd tomando interés por terapias con antioxidantes, ya que previenen,
retrasan y controlan enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) (29) que son las
principales causas de muerte, por esta razén se recomienda incluir en la dieta diaria
mayor consumo de frutas y verduras (30) que dentro de ellas encontramos a la
vitamina C, vitamina E, vitamina A, minerales y polifenoles (31) que funcionan como
antioxidante deteniendo el deterioro de 6érganos producido por el incremento de estrés
oxidativo (29).

Debido a que la enfermedad renal crénica es de evolucion progresivo, una forma de
prevenir o retrasar dicha enfermedad es mediante un mayor consumo de alimentos
que contengan antioxidantes y fitonutrientes o fitoquimicos que son compuestos
quimicos de las plantas, frutas y vegetales que poseen efectos beneficiosos para la
salud, aunque no sean considerados nutrientes esenciales (32).

El cultivo de las zanahorias se inicid6 en Afganistan, las primeras raices que salieron
eran de color moradas y amarillas, poco a poco se fue extendiendo hasta llegar a
Europa occidental. A principios del siglo XVII se produce una variedad de colores y es
donde por primera vez se cultivan zanahorias de color blancas y anaranjadas (33).
Esta raiz anaranjada se volvio mas conocida hasta hoy en dia debido a que algunos
agricultores holandeses cultivaron una especie mutante mas dulce, para honrar a la

Casa Real Orange-Nassau (34).

La zanahoria (Daucus carota) variedad morada es una raiz que pertenece a la familia
botanica Apiaceas, actualmente esta cobrando importancia por tener el doble de ay 8
caroteno que las zanahorias anaranjadas, presentando mayor cantidad de vitaminas
A, B, C y E, asi mismo una muy buena fuente de fibra. El color purpura se debe a las
antocianinas debido a un cambio molecular de pH de &cido a basico (33), presenta un
sabor un poco amargo cuando se consume al natural y cuando se somete a coccién

es mas dulce (34).

La zanahoria morada presenta compuestos poliacetilenos de gran importancia, ya que
se le atribuye efectos beneficiosos en la prevencién de patologias como el cancer y el
temprano envejecimiento celular. También se ha encontrado recientemente que tiene
relacion con el sabor amargo de esta raiz, siendo el falcarinol el mas resaltante,
debido a su alta actividad biol6gica frente a células tumorales tanto in vitro como in
vivo. Las antocianinas son encargadas de dar los colores rojos, violeta y azules a las

plantas, el atractivo color violeta de la zanahoria se debe al quimico fenilvinilenico (35).
6
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En la zanahoria morada encontramos tres antocianinas de las seis mas comunes,
siendo la cianidina, peonidina y pelargonidina. El componente mayoritario cianidinico
de la zanahoria morada es la cianidina 3-O-ferulosilxilosilglucosil-galactosa, el cual se
le ha demostrado actividad anticancerigena. La zanahoria morada presenta un gran
poder antioxidante y anti-radicalia cuando se unen las peonidinas, el componente
mayoritario de las cianidinas y el resto de ellas (35).

En la actualidad no se han realizado estudios donde se pueda observar el efecto
protector de Daucus carota (zanahoria) variedad morada.

En un estudio realizado por Sodimbaku 2016, demostré que la ingesta simultanea del
extracto etandlico de Daucus carota (zanahoria naranja) reduce el efecto de la
nefrotoxicidad por gentamicina. Esta proteccién es debido a las cantidades de
carotenoides como el B-caroteno, polifenoles y componentes poliacetileno con
capacidad antioxidante y otros compuestos de la zanahoria naranja con propiedad
anti-inflamatorios celulares (36).

Poudyal 2010, realizé un estudio de comparacién de jugo de zanahoria morada y B —
caroteno con la finalidad de revertir los cambios estructurales y funcionales a un
modelo de sindrome metabdlico inducido por la dieta, los resultados obtenidos fueron
favorables con el jugo de zanahoria purpura a una dosis de 50 mL/kg en comparacién
del B-caroteno a 400 mg/kg, ya que la presencia de sustancias antioxidantes y

antiinflamatorios del zumo de la zanahoria purpura es mucho mayor (37).

En el afno 2014 se reportd que el dafo oxidativo del higado y rindn inducido por
fluoruro es protegido por el pigmento del maiz morado, se demostré que el fluoruro
provoca dafno y apoptosis de las células de estos 6rganos, pero a una dosis de 5 g/kg
y de 10 g/kg del pigmento purpura del Zea maiz alivia los efectos adversos producidos
por el toxico, debido a que presenta grandes cantidades de flavonoides como la
cianidina, pelargonidina, peonidina. Dentro de las antocianinas presentes se observa
que también estan presentes en la zanahoria morada (38).

En el 2012 se reportdé un estudio que la ingesta del extracto del fruto de Solanum
xanthocarpum (hierba mora) atenta la nefrotoxicidad inducida por gentamicina. Al
momento del tratamiento con el extracto del fruto en diferentes dosis de 200 mg/kg y
400 mg/kg se observd una disminucion significativa del dafo producido por el farmaco,

debido a que presenta antioxidantes, glucésidos flavonoides como la
7
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apigeninaquercetina, lo cual actia como un potente eliminador de radicales libres para
evitar los efectos téxicos de la gentamicina (39).

La investigacion planteada de una manera u otra contribuira a la prevencion de las
enfermedades renales tipo crénica, ya que estas enfermedades son consecuencia o
causa de la diabetes como de la hipertensién arterial que afecta directamente a este
organo. Por esta razén se busca plantear un tratamiento natural que seria de bajo
costo y de facil acceso, mediante el zumo de la raiz Daucus carota (zanahoria)
variedad morada, esta raiz tiene la capacidad de prevenir las consecuencias de dafo

renal.

Otro sector de beneficiarios seria las personas que cosechan esta raiz ya que
aumentaria la produccién y el consumo de esta misma llegando a un mayor nimero de
mercados dentro del pais como en exportacion el cual aumentaria el ingreso
economico al pais y para ellos mismos también, por tales motivos se realizara este

estudio para revalorizar y dar a conocer sus multiplos beneficios de esta raiz.

Este estudio tiene como finalidad estudiar el efecto nefroprotector del zumo de raiz
Daucus carota (zanahoria) variedad morada para prevenir o retrasar enfermedades a
nivel del rindn, debido a sus componentes que presentan una capacidad antioxidante y
ser una alternativa natural de tratamiento que muchas personas podrian acceder

facilmente.
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Il. HIPOTESIS

2.1. HIPOTESIS

La ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada
presenta efecto nefroprotector frente a la toxicidad inducida por gentamicina en

ratas.
2.2. OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar el efecto nefroprotector del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria)

variedad morada frente a la toxicidad inducida por gentamicina en ratas.

Objetivos Especificos
e Determinar el efecto del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad

morada sobre los metabolitos nitrogenados séricos en ratas inducidas a

toxicidad por gentamicina en ratas.

e Determinar el efecto del zumo de raiz Daucus carota(zanahoria) variedad morada
sobre la excrecion de los metabolitos nitrogenados en orina en ratas inducidas a

toxicidad por gentamicina.

e Determinar el efecto del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad

morada sobre la proteinuria en ratas inducidas a toxicidad por gentamicina.
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lll. METODO

3.1. TIPO DE INVESTIGACION (segtin Argimén)
El estudio presenta un disefio analitico-experimental, prospectivo de corte longitudinal
(40).

3.2. MUESTRA Y UNIDAD DE ANALISIS

Se utilizaron 28 ratas machos albinas de la especie Rattus norvegicus de la cepa
Holtzman de 12 semanas de edad con un peso aproximado entre 200 a 220 gramos
adquirida del Centro de Produccion de la Universidad Agraria La Molina.

3.3. MATERIALES

Material biolégico
o Ratas machos de la especie Rattus norvegicus de la cepa Holtzman.
e Raiz de Daucus carota (zanahoria) variedad morada.
Farmaco
¢ Gentamicina (Gentacar® 160 mg/2 mL) de Laboratorio Bagé
Equipos e instrumentos
e Centrifuga para tubos — GREETMED, modelo GTT119-300
o Extractor Oster 300 watts
e Balanza analitica electrénica RADWG® WTB-200 Max.200g d=0,001g
e Equipo de diseccion.
e Espectrofotometro GREETMET, modelo NV203
¢ Bano Maria AVALIER, modelo VL-32
e Estufa, marca Unic’ s®

e Pipeteador de volumen ajustable Kacil

Reactivos
e Reactivo de creatinina de Wiener Lab.
e Reactivo de acido urico de Wiener Lab.
¢ Reactivo de urea de Wiener Lab.
o Sulfato de cobre de Baker
e Carbonato de sodio de Riedel

e Reactivo Folin-Ciocalteau
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3.4. VARIABLES

Variable independiente

Zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada: Es un liquido que se

extrae de la parte comestible, encontrandose en un estado maduro y fresco (41).

Variable dependiente

Efecto nefroprotector: Es una accion de medidas preventivas y terapéuticas ya sea

mediante el uso de farmacos o no para inhibir el dafio renal (42).

Definicion operacional de variables

DEFINICION DEFINICION PUNTOS ESCALA DE
VARIABLE TIPO CONCEPTUAL | OPERACIONAL INDICADORES DE CORTE MEDICION
Es un liquido Volumen de la Dosis
que se obtiene ingesta del zumo 2mlL/kg
de la parte El zumo de la .
comestible de raiz Daucus Dosis
Zumo de raiz frutas en buen carota 10 mL/kg
Daucus carota estado, (zanahoria)
(zanahoria) Independiente debidamente variedad morada Razén
variedad maduras y se obtendra de
morada frescas (41).
un extractor
casero
% de inhibicion de
la[]de urea
Cantidad de serlga (mg/d L)
. % de inhibicién de
metabolitos P
. la [] de acido urico Valores
nitrogenados en -
sérico (mg/dL) comparados
100mL de suero | . e
Es una . % de inhibicién de con los
sanguineo "
inhibicién del la [] de creatinina grupos
dafio por un sérica (mg/dL) controles:
aminoglucésido
(gentamicina) % de incremento
que ocasiona un de excrecion de
descenso de la urea (mg/dL) v
. . alores
Efecto Dependiente | tasa de filtracion Cantidad de % de incremento d Razoén
nefroprotector boli d i6n d comparados
glomerular y del metabolitos e excrecion de con los
flujo plasméatico | nitrogenados en cido urico
. grupos
renal. orina (mg/dL) .
o . controles:
Disminuyendo o % de incremento
evitando la de excrecion de
progresion del creatinina (mg/dL)
dafo renal (42).
Cantidad de % de inhibicién de Valores
excrecion de excrecion de comparados
proteinas en proteina (mL/24h) con los
orina de 24 grupos
horas controles:
11
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3.5. PLAN DE PROCEDIMIENTOS

Obtencion de la raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada

La muestra de la raiz variedad morada fue recolectada en la provincia de Tarma,
Regién de Junin, en las mejores condiciones y seleccionadas de acuerdo al tamano,
forma, textura y estado de madurez, se recolect6 la muestra en enero del 2017.

Obtencion del zumo Daucus carota

La zanahoria fue lavada, desinfectada, luego pelada y picada en sentido longitudinal.
Por medio de un extractor casero se obtuvo el zumo que fue tamizado por una gasa
para eliminar las particulas grandes. Este procedimiento se realiz6 cada dia que duro

el tratamiento.

Acondicionamiento de los animales

Se emplearon 28 ratas machos de la especie Rattus norvegicus con 12 meses de
edad que fueron adquiridos del Centro de Produccién de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM) y colocadas en jaulas, las cuales tuvieron un periodo de
acondicionamiento de cuatro dias con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
recibiendo alimentacién balanceada adquirida del Centro de Produccion de la UNALM
y agua ad libitum.

Evaluacion del efecto nefroprotector: Para la induccion a dafo renal a las ratas se
administré6 gentamicina via intramuscular, segun el método empleado por De la Cruz
Lilia (2009) (43).

Se tomé como muestra cinco ratas por grupo, teniendo en cuenta una incidencia de no
desarrollar problema renal del 5%, por la efectividad de la toxicidad. Se aplicé la
siguiente formula: (44)

X= N/((A/100) *(B/100) *(C/100))
X= Numero final de animales que se debe tomar en cuenta
N=5
A=100-5%=95%
B=100-5%=95%
C=100-5%=95%

X= N/ ((95%/100) *(95%/100) *(95%/100)) =5.8
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X= 6 ratas por grupo
Las ratas fueron distribuidas de forma aleatoria en cuatro grupos (n=7) recibiendo por
via per oral con una canula rigida los siguientes tratamientos por 27 dias: (Ver anexo 1)

Tabla 1: Distribuciéon de grupos segun tratamiento

Grupos
(n=7)

Del dia 1 al 27 Del dia 21 al 27

L Suero fisioldgico via per oral 10 mL/kg/dia +
Suero fisioldgico via per oral L
Grupo | ] Suero fisiolégico via intramuscular 4.5
10 mL/kg/dia

mL/kg/dia
a | Suero fisioldgico via per oral  Suero fisioldgico via per oral 10 mL/kg/dia +
rupo
P 10 mL/kg/dia gentamicina v.im 50 mg/kg
Grupo I Zumo 2 mL/kg Zumo 2 mL/kg + gentamicina v.im 50 mg/kg
Grupo IV Zumo 10 mL/kg Zumo 10 mL/kg + gentamicina v.im 50 mg/kg

Concluido el tratamiento las ratas fueron sometidas a un ayuno solido por 24 horas.
Luego se colocaron en jaulas metabdlicas para recolectar la orina por un periodo de 24
horas con agua ad libitum.

La orina recolectada fue medida y luego centrifugada, esta orina fue diluida 1/40 para
la determinacion de metabolitos nitrogenados y proteina.

Las ratas fueron anestesiadas con vapor de éter dietilico para realizar la puncion
cardiaca, la sangre fue centrifugada a 3 500 rpm para obtener el suero, en el cual se

determind urea, acido Urico y creatinina.

Cuantificacion de metabolitos

Determinacion de creatinina. - Método de Jaffe 1886 (45).

e Reactivos:
Reactivo de trabajo: Acido picrico (20,7 mmol/L), Polioxietilenlauril éter, pH 12,4 (0.2%)
Reactivo revelador: Acido acético (20%)
¢ Fundamento: La creatinina reacciona con el &cido picrico en medio alcalino
dando un complejo color rojo que se cuantifica mediante lectura fotométrica a
una lambda de 510 nm. La determinacion de creatinina puede llevarse a cabo

por medio de una técnica de punto final.
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e Protocolo: Se tom6 100 puL de muestra (suero u orina diluida 1/40), luego se le
agrego 1 mL de reactivo de trabajo y se llevé a bano Maria a 37°C por 15
minutos. Luego se adicioné 50 pL del reactivo revelador y se dejé a 5 minutos a
temperatura ambiente para después leer a 510 nm (46).

La concentracion de creatinina en suero y orina fue determinada mediante la siguiente
formula:
[Creatinina] mg o) = [St] X Absy, x Fd
Abs,

[St]: concentracion del standard: 0,335 mg/dL
Fd: Factor de dilucién: suero=1, orina=40

La excrecion de creatinina en orina se determiné mediante la siguiente formula:
Exc. Creatinina enddgena = [Creat.Jendo x Vol (24horas)
Para la creatinina sérica los datos fueron expresados en porcentaje de inhibicién
% inhibicion = IGC — IMP x 100
IGC
En la creatinina excretada los datos fueron expresados en porcentaje de incremento
% incremento = IMP — IGC x 100
IGC

IGC: indice de la media del grupo control (grupo Il)
IMP: indice de la media de la muestra problema

Determinacion de acido urico. - Método de Trinder P, 1969 (47).

e Reactivos:

Reactivo de trabajo: uricasa (= 26 U/L), peroxidasa (= 200 U/L), fosfatos (25nM), 4-
aminofenazona (4-AF) (6nM), clorofenol (2,4nM)

e Fundamento: el acido Urico se oxida por accion de la ureasa, formando
peroxido de hidrogeno. Este perdxido de hidrogeno reacciona con el 4-
aminofenasona (4-AF) y el clorofenol por accion de la enzima peroxidasa
formando un complejo coloreado (rosado — rojo) llamado quinona, el cual sera
cuantificado en el espectofotometro a una lambda de 505 nm.

e Protocolo: Se tomé 50 pL de muestra (suero u orina diluida 1/40) y se le agreg6
2,5 mL de reactivo de trabajo; se homogenizé, para llevarlo a bafio Maria por
15 minutos a 37°C y finalmente se realiz6 la lectura a una lambda de 510 nm
(48).
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La concentracién de acido urico en suero fue determinada mediante la siguiente
formula:
[Acido Urico] (g ) = [St] x Abs,
Abss
[St]: concentracion del standard: 0,186mg/dL
La excrecion de acido Urico en orina se determiné mediante la siguiente formula:
Exc. Acido Urico = [Ac. Urico] x Vol
Para el acido urico en suero los datos fueron expresados en porcentaje de inhibicién
% inhibicion = IGC — IMP x 100
IGC
y la excrecion de acido drico los datos fueron expresados en porcentaje de incremento
% incremento = IMP — IGC x 100
IGC

IGC: indice de la media del grupo control (grupo II)
IMP: indice de la media de la muestra problema

Determinacion de urea. - Método de Searcy R, 1961 (49)
e Reactivos:
Reactivo de trabajo: Solucion de ureasa
Reactivo A: Fenol (532 mmol/L), nitroferricianuro de sodio (0,85 mmoL/L).
Reactivo B: Hipoclorito de sodio (36,6mmolL/L), hidréxido de sodio (0,625mmoL/L)

e Fundamento: La ureasa descompone especificamente a la urea produciendo
diéxido de carbono y amoniaco; este reacciona con fenol e hipoclorito en medio
alcalino produciendo azul de indofenol que se determina calorimétricamente a
una lambda de 540 nm.

e Protocolo: Se tom6 20 pL de muestra (suero u orina diluida 1/40) y se agregd 1
gota de ureasa, se llevd a bafio Maria por 5 minutos a 37°C, luego se le agrego
1 mL de reactivo A y 1 mL de reactivo B, se dejé a bafio Maria por 5 minutos a
37°C y se le agregbé 10 mL de agua destilada para que se mezclen y se retird
de bafo Maria y finalmente se hizo la lectura a una lambda de 540 nm (50).

La concentracion de urea sérica fue determinada mediante la siguiente formula:
[Urea] (mg au) = [St] x Absn,
Abs;
[St]: concentracion del standard: 0,073mg/dL
La excrecion de urea en orina se determin6 mediante la siguiente formula:
Exc. Urea = [Urea] x Vol
Para la urea en suero los datos fueron expresados en porcentaje de inhibicion
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% inhibicion = IGC — IMP x 100
IGC

y la excrecion de urea los datos fueron expresados en porcentaje de incremento

% incremento = IMP — IGC x 100
IGC

IGC: indice de la media del grupo control (grupo Il)

IMP: indice de la media de la muestra problema.

Determinacion de proteina. - Método de Lowry, 1951 (51).

Reactivos:

Reactivo de trabajo A: Na,CO; al 2%, NaOH 0,1 M
Reactivo B1: CuSO,4- 5H,0 al 0,01%
Reactivo B2: Tartrato sédico-potasico al 2%

Reactivo Folin — Ciocalteau

Fundamento: Los iones de Cu+2 en medio alcalino se une a las proteinas
formando complejos con los atomos de nitrégeno. Este complejo presenta un
color azul claro que provoca el desdoblamiento de las proteinas
tridimensionales que dan residuos fendlicos de tirosina que también
participaran en una segunda etapa. Estos residuos actuan en la reduccién del
reactivo de Folin — Ciocalteau, actuando el cobre como catalizador. El principal
constituyente del reactivo de Folin - Ciocalteau es el &cido
fosfomolibdotungstico (color amarillo) que al ser reducido por los residuos
fendlicos de tirosina da un complejo de color azul intenso.

Protocolo: Se tomé 0,25 mL de orina diluida (1/40) y se agregd 2,5 mL de
reactivo de trabajo, luego se dejé reposar por 15 minutos a temperatura
ambiente protegido de la luz, después se le agreg6 0,25 mL de reactivo folin —
ciocalteau diluido en (1/40) y se dej6 reposar por 30 minutos protegido de la luz
y finalmente se realizé la lectura a una longitud de onda 580 nm (52).

Los resultados se expresaron como mg/dL y porcentaje de inhibicidon, mediante las

siguientes formulas:

[Proteinas] (g av) = [St] x Absm X Fd
Abs;

[St]: concentracion del standard: 0,075mg/dL
Fd: Factor de dilucion: 40

% inhibicion = IGC — IMP x 100
IGC

IGC: indice de la media del grupo control (grupo Il)

IMP: indice de la media de la muestra problema
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3.6. CONSIDERACIONES ETICAS

Para el presente estudio se tuvo en cuenta las consideraciones éticas para evitar el
exceso de sufrimiento en dichos animales. Es asi que se siguié y respeto las 2 Rs
(reduccién y refinamiento) de las 3 R propuestas por William Russell (zo6logo y
psicélogo) y RexBurch (microbidlogo) en 1959: alternativas de reducir, reemplazar y
refinar (53). También se tomé en cuenta las normas y procedimientos éticos para el
manejo de animales de laboratorio establecidos segun la Ley peruana N° 30407 de
Proteccion y Bienestar Animal (54). (Ver anexo Il)

3.7. ANALISIS DE DATOS ESTADISTICOS

Los resultados obtenidos fueron ingresados a una hoja de célculo en Microsoft Excel
2010, para ser evaluados mediante el programa estadistico SPSS (StatiscalPackgefor
Social Sciences) version 19.0.

Primero se realiz6 un analisis estadistico descriptivo expresado en promedio, mediana
y desviacién estandar.

Se aplicéd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, para muestras menores de 30,
para contrastar la hipétesis de normalidad de la poblacién. Luego se aplico la prueba
de andlisis de varianza (ANOVA) en los datos que presentaron distribucion simétrica,
para comparar medias de mas de dos muestras independientes, mientras que los
datos que no resultaron con distribucion asimétrica, fueron analizados con la prueba

de Kruskal Wallis para comparar medianas de mas de dos muestras independientes.
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IV. RESULTADOS

Tras la prueba de Shapiro-Wilk, donde se encontré que los indicadores de urea sérica,
urea excretada y proteina en orina, presentd una distribucion normal (p>0,05)
(simétrica), por consiguiente, se le aplicé el andlisis estadistico de varianza (ANOVA) y
luego la prueba post hoc de contraste.

Para los indicadores de creatinina y acido Urico en suero y excretados, y también
proteina excretada mostraron una distribucién asimétrica, por lo tanto, se les aplicé la
prueba de comparacién de medias de un factor (Kruskal-Wallis).

4.1. Niveles de concentracion de metabolitos séricos

Se puede observar segun la tabla 2 que la administracion de gentamicina a 50 mg/kg
(grupo 1) presenté una mayor concentracion de urea y creatinina y acido Urico sérico,
siendo significativo (p<0.002) este ultimo respecto al grupo |.
La administracién del zumo de zanahoria morada a diferentes dosis 2 y 10 mL/kg
(grupo Il y 1V) expreso menor nivel de urea sérica, sin embargo, solo en el grupo Il
fue significativo (p<0,001) al compararlo con el grupo |l
En los grupos Ill y IV presentd una menor concentracidbn de creatinina sérica,
comparado con el grupo Il, de manera significativa (p<0.00) (p<0.002); mientras tanto
en el nivel de acido urico sérico solo el grupo Ill presentdé una menor concentraciéon
significativa (p<0.01).

Tabla 2: Niveles de concentracion de metabolitos séricos segun grupo de

tratamiento

Grupos *Urea % de °Creatinina % de °Acido Urico % de
mg/dL inhibicién mg/dL inhibicion mg/dL inhibicién
Grupo | 52,8 +11,6 79+04 0,4 +0,2"
Grupo Il 56,6 £ 6,2 13,3+0,5 1,2+0,1
Grupo Il 37,0+6,9? 34,6 3,8+ 0,5 71,8 0,5+0,0” 57,1
Grupo IV 49,7+6,2 12,2 4,0+0,6" 70,2 0,6+0,3 52,1

*ANOVA entre sujetos (varianzas similares)
*Shapiro-Wilk (p>0.05)
Media + DE (n=7)
°Kruskal Wallis (p<0.05)
Mediana + DE (n=7)
(a) P<0,05 comparado con grupo ||
(b) P<0,05 comparado con grupo Il
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4.2. Niveles de metabolitos excretados en 24 horas

Se observé que la administracion de gentamicina a 50 mg/kg (grupo Il) present6é una
menor excrecion en los niveles de urea, respecto al grupo I. Mientras que los niveles
de creatinina excretada presentaron un (p<0.001), siendo significativo, sin embargo, la
excrecién de acido urico fue mayor y significativo, respecto al grupo |.

El tratamiento brindado por el zumo de zanahoria morada a menor dosis 2 mL/kg
(grupo lIl) produjo un incremento de la excrecién de urea, respecto al grupo I, en el
caso de la creatinina se encontré una mayor excrecién siendo significativo (p<0.049),

sin embargo, la excrecién de acido Urico fue menor para ambas dosis.

Tabla 3: Niveles de metabolitos excretados en 24 horas segun grupo de

tratamiento

Grupos *Urea % de °Creatinina % de °Acido Urico % de
mg/24H incremento mg/24H incremento mg/24H incremento
Grupo | 2442 +57,3 4,4 +0,89 0,2+0,19
Grupo Il 155,7 + 54,8 1,0+£0,6 40+1,8
Grupo Il 227,2 24,1 45,9 2,2+0,7" 15,6 1,0 0,4 -75,4
Grupo IV 136,1 £55,4 -12,6 1,1£0,5 3,9 1,0+ 0,2 -76,1

*ANOVA entre sujetos (varianzas similares)
*Shapiro-Wilk (p>0.05)

Media + DE (n=7)
°Kruskal Wallis (p<0.05)

Mediana * DE (n=7)

a) P<0,05 comparado con grupo I

b) P<0,05 comparado con grupo Il

4.3. Niveles de proteina excretada en 24 horas

La administracion de gentamicina a 50 mg/kg (grupo Il) ocasion6é una mayor pérdida
(p<0,05) de proteinas en orina, expresada en términos de concentracién y excrecion al
compararlo con el grupo I. También se observé que el grupo Il (2 mL/kg) tratado con
el zumo de zanahoria morada presenté un menor nivel de proteina en orina (p<0,002)
y en el caso de excrecion de proteinas no se encontré diferencia significativa, respecto
al grupo Il.

El tratamiento dado por el zumo de zanahoria morada a dosis de 10 mL/kg (grupo V)
presentd una menor excrecibn de proteinas, siendo significativo (p<0.01) al
compararlo con el grupo Il, sin embargo, en proteinas en orina disminuyo los niveles

sin ser significativo.
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Tabla 4: Excrecion de proteinas en 24 horas segun grupo de tratamiento

Grupos Proteinas en % de Excrecion de % de
orina inhibicion proteinas en inhibicion
mg/mL 24h
Grupo | 4,7 +0,9%9 24,4 +4,39
Grupo Il 14,025 2925 + 76,6
Grupo Il 83+1,1@ 40,7 60,3 +13,2 79,4
Grupo IV 10,9 +3,3 22,4 39,2 +9,5" 86,6

*ANOVA entre sujetos (varianzas similares)
*Shapiro-Wilk (p>0,05)
Media + DE (n=7)
°Kruskal Wallis (p<0,05)
Mediana + DE (n=7)

a) P<0,05 comparado con grupo Il, existe diferencia significativa
b) P<0.05 comparado con grupo Il, existe diferencia significativa

Erika Georgette Mendoza Cochachi

20



Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la
toxicidad inducida por gentamicina en ratas

V. DISCUSION

El Peru es considerado un pais con una amplia biodiversidad debido a la presencia de
diferentes recursos naturales como la flora y la fauna (55) desde tiempos prehistéricos
el hombre ha utilizado plantas medicinales como tratamiento de diferentes
enfermedades, este hecho se viene practicando hasta la actualidad (56) en diferentes
lugares tanto en zonas rurales como urbanas (57). La mayor cantidad de plantas
medicinales son originarias de la Amazonia seguido de los Andes. En la actualidad
cerca del 80% de las personas reconocen a la fitoterapia como una alternativa de
tratamiento (55), esto se debe a que es mas accesible para ellos (58).

En la actualidad se estéd incrementando mas los casos de enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) que es considerada la principal causa de muerte a nivel mundial.
Segun la OMS cada afo mueren 41 millones de personas y la mayor cifra es
representada por enfermedades cardiacas, seguida del cancer, enfermedades
respiratorias y diabetes (59). Dentro de estas enfermedades se encuentran dos de las
causas de la enfermedad renal créonica (ERC). La alimentacion funcional hoy en dia
esta cobrando mayor interés debido a que presenta efecto positivo en la salud y ayuda
a prevenir o disminuir el riego a diferentes patologias, no solo por sus macronutrientes,
sino por la accién que presenta los micronutrientes en la salud (60). Por esta razén se
esta incentivando a un mayor consumo de frutas y verduras con capacidad

antioxidante (30).

En el grupo Il se observo en los metabolitos séricos una mayor concentracion de urea
y creatinina, siendo significativo el acido urico. Respecto a los metabolitos excretados
la urea y creatinina presenté una menor excrecién significativo y respecto a las

proteinas presenté una mayor excrecion y concentracion significativa.

La gentamicina al ingresar al organismo se concentra en la corteza renal que luego de
ser filtrados se fijan en la region apical de las células del tubulo proximal debido a un
receptor megalina (lipoproteina) que también es encargado de endocitar al farmaco,
todo esto provoca una rapida unién y acumulacién de fosfolipidos en los lisosomas
(61) (62) y otras organelas, este gran acumulo sobrepasa la capacidad de la
membrana lisosomal ocasionando su ruptura y originando una salida de cisteina
proteasa (enzimas proteoliticas) hacia la matriz endoplasmatica excitando la caspasa -

3 siendo un elemento crucial en el proceso de muerte celular (63) (28)
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La disminucién de la excrecién de urea, creatinina, acido Urico guarda cierta relacién
con las alteraciones en la funcién y forma del glomérulo, debido a que los
aminoglucésidos a nivel mitocondrial interrumpen la fosforilacién oxidativa causando
una baja produccién de ATP induciendo a un estrés oxidativo. Los radicales libres
actuan primero en las células del mesangio y del endotelio y esto altera la funcién de
transporte que se da a nivel de los tubulos renales (64) (65)

Estos aminoglucésidos en su forma cationica se fijan en el borde en cepillo del tabulo
proximal uniéndose a la fosfatilserina (66) que luego ingresaran a las células por
pinocitosis. El primer dafio que se evidencia tras ingresar este farmaco a nivel renal es
un incremento en la excrecién de la orina que se da por salida de varios elementos
como enzimas, proteinas como la beta-2 microglobulina. Luego se manifiesta cambios
en el sedimento urinario con la aparicién de elementos anormales como leucocitos y
cilindros, por ultimo, se da un descenso de la filtracidon glomerular que provocaria un
aumento sérico de nitrégeno urico (BUN) y creatinina (67). Tal como se muestra en el
grupo que recibié solo gentamicina (grupo Il).

A nivel del glomérulo la gentamicina ocasiona disminucién de la tasa de filtracién
glomerular (TFG), provocando cambios estructurales y funcionales del glomérulo
debido a que este farmaco realiza la proliferacién de las células mesangiales y
apoptosis tal como se muestra en estudios in vitro (22). Sin embargo, el dafo en la
barrera de filtracion glomerular variando en su forma y funcién provocaria que
moléculas y células con cargas negativas se filiren observandose presencia de
proteinas en orina, el cual se relaciona con el dafo a nivel glomerular (68). Esto podria

explicar la mayor excrecién de proteinuria en el grupo |l.

La toxicidad renal por gentamicina estd relacionada a la fosfolipidosis lisosomal,
debido a la inhibicién de la actividad de las fosfolipasas A, C y esfingomielinasa que
causaria a la larga muerte en las células tubulares (69). Otro mecanismo de accién de
este farmaco es a nivel mitocondrial de las células de la corteza renal que inducirian a
la produccion de ERO (70) que causarian alteracién de biomoléculas y muerte celular.
También se debe mencionar contraccion a nivel de células mesangiales y vasculares y

por ultimo también se involucra proceso inflamatorio (71).

El estrés oxidativo causado por una mayor cantidad ERO puede estimular a la
formacién de sustancias vasoactivas que podrian causar vasoconstriccién a nivel renal

o reducir el coeficiente de filtracién (Kf) que conllevaria a una reduccién de la TFG
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(69). En otros estudios nos indican que las ERO por gentamicina disminuyen los
niveles del glutatién (GSH), superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) localizados
en la corteza renal, siendo indicadores de autoproteccién celular (70).

Algunos resultados de nuestro estudio en el grupo Il ha sido reportado por
Jamshidzadeh 2014, que al administrar 100 mg/kg/dia de gentamicina durante ocho
dias en ratones, se evidencié un incremento de creatinina en plasma, nitrégeno Urico
(BUN) y cambios en estructura celular del tdbulo proximal (72). Similar resultado
evidenci6 Cardenas en el 2015, donde encontré que tras la administracion de
gentamicina a 40 mg/kg/dia provocdé un aumento del doble de creatinina sérica y
disminucion de la tasa de filtracion glomerular comparado con su grupo control (73).

En otro estudio realizado por Udupa 2019, observé que tras la administracion de
gentamicina a dosis de 100 mg/kg/dia por via subcutanea por ocho dias se
incrementaron significativamente creatinina y BUN sérico, mientras que en orina se
incrementaron los niveles de proteina total, proteina en orina y microalbuminuria al
comparalo con el grupo control (74). Moreira 2017, reporté que tras la administracion
de gentamicina a 80 mg/kg/dia durante siete dias observé un incremento de creatinina
sérica, mientras que en orina se incrementaron los niveles de excrecién de proteinas,

sodio y potasio (75).

EL- Kashef DH 2015, evidencio que ratas tratadas con gentamicina a dosis de 100
mg/kg/dia produjo una elevacién significativa de creatinina, BUN sérico y proteina en
orina, sin embargo, en la albumina sérica hubo una disminucién significativa y un
aumento de lactato deshidrogenasa (LDH). A nivel de tejido renal se incrementaron
malondialdehido (MDA) que es un producto final de la peroxidacién de lipidos, factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) y 6xido nitrico (NO) y disminucién del glutation (GSH) y
superoxido dismutasa (SOD) (76).

Villanueva 2017, reporté que tras la administracion de gentamicina a dosis de 50
mg/kg/dia observd una elevacién significativa de creatinina y urea sérica, sin embargo,
en los niveles de acido urico sérico solo mostré un aumento, mientras que en orina se
incrementaron significativamente la excrecién de proteina al compararlo con el grupo
control (77).

Con respecto a los grupos que se administré el zumo de zanahoria morada a dosis de

2 mL/kg y 10 mL/kg mas gentamicina, se observd un menor nivel de urea y acido Urico
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sérico, asi también hubo un menor nivel de creatinina sérica en ambas dosis. A nivel
de orina se encontré una mayor excrecion de creatinina, y a mayor dosis hubo menos

excrecién de proteinas.

Algunos estudios nos indica la composicién de la raiz Daucus carota (zanahoria
morada) presentando varias antocianinas como pelargonidina (35), peonidina y su
derivado peonidina-3-xilosil-galactésido y dentro de la cianidina se encuentra los
siguientes  glucésidos  (cianidina-3-xilosil-glucosil-galactésido,  cianidina-3-xilosil-
galactosido, cianidina-3-xilosil-glucosil-galactésido acetilada con &cido sinaptico,
cianidina-3-xilosil-glucosil-galactésido acetilada con acido ferulico y cianidina-3-xilosil-
glucosil-galactésido acetilada con &cido cumarico) (78) y otros compuestos con
capacidad antioxidante como el 4cido ascérbico (vitamina c), el acido citrico, catequina
y acido cafeoilquinico (acido clorogénico) (79) ademas se encontrd que esta raiz
presenta el doble de cantidad de a- y - caroteno que la zanahoria anaranjada (33).

En diversos estudios nos muestra que el B- caroteno presenta una capacidad
antioxidante al disminuir los radicales libres, recuperando la peroxidaciéon renal y la
capacidad de antioxidantes por medio del GSH, SOD y CAT en el tejido del rifdn,
frente al efecto de la tioacetamida (80).

Rjeibi 2018, tras la administracion de cisplatino y Lycium Europaem (rico en -
caroteno) los niveles séricos de urea, creatinina, acido urico y BUN fue similar al grupo
control y aumentaron la actividad de SOD, CAT y GSH y a nivel de tejido renal no se
mostré un aumento de MDA (81).

En un estudio realizado por Ghlissi 2018, que tras administrar conjuntamente vitamina
C y E frente a la colistina, disminuye los niveles de N-acetil-bD-glucosaminidasa
(NAG), gamma-glutamil transferasa (GGT) y malondialdehido (MDA), también
evidencio un incremento de enzimas antioxidantes en el tejido renal como el
superéxido dismutasa SOD, catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx) y a nivel

serico no hubo variacion en la creatinina (82).

Resultados similares encontrd Yousef 2011, que al administrar el acido ascérbico
disminuye la nefrotoxicidad producida por el mismo farmaco, debido a la reduccién de
excrecion de N-acetil-B-d-glucosaminidasa (NAG) y creatinina sérica. Estos resultados

podrian explicar la reduccién de creatinina sérica en nuestro estudio (83).
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En un estudio realizado en personas por Gao 2008, el cual evidencio que a una mayor
ingesta de vitamina C a dosis de 500 mg/dia reducia significativamente los niveles
séricos de acido urico, esto se debe a que tanto la vitamina C como el acido urico se
reabsorben en el tdbulo contorneado proximal y al encontrarse mayor dosis de
vitamina C este le impide la reabsorcién del acido urico bloqueando el transportador de
acido urico 1 (URAT1), entre otras propiedades esta vitamina ocasiona aumento de la
tasa de filtracién glomerular y el flujo de plasma en los rifiones, lo cual podrian explicar
la reduccion del acido Urico sérico en nuestro estudio (84).

El &cido clorogénico pertenece a la familia de los &cidos hidroxicinamico que posee
multiples propiedades beneficiosas como su capacidad antiinflamatorios,
anticancerigenos, antioxidantes, etc. Esta ultima se debe a que suprime las especies
reactivas de oxigeno (ERO) (85) activando las enzimas antioxidantes con el fin de
reducir el dano oxidativo y a nivel antiinflamatorio reduce las citosinas proinflamatorias

como TNF-q, IL-6 y IL-1 en insuficiencia renal (86).

En un estudio realizado por Feng 2015, reportdé que tras la administracion de acido
clorogénico disminuyeron significativamente los niveles séricos de creatinina,
aminotransferasa y BUN frente a dafno inducido por D-galactosa al higado y rifién,
también se encontrd bajos niveles de citosinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6) (87)

Saleem 2019, evidencio que al administrar el extracto hidroalcoholico de semillas de
Cucumis melo que contiene acido clorogénico reducia significativamente los niveles
séricos de creatinina, urea, BUN y &cido drico frente a nefrotoxicidad producida por
gentamicina. Este acido tiene la capacidad de aminorar la lesion renal, estos
resultados podrian estar relacionado al efecto nefroprotector de Daucus carota
(zanahoria) variedad morada (88).

La catequina pertenece a la familia de los flavonoides y su capacidad antioxidante se
debe a dos mecanismos de forma directa e indirecta, la primera se da por secuestrar
metales y barrer radicales libres y la segunda por medio de enzimas de modulacion o
factores de transcripcion (89).

En un estudio realizado por Wongmekiat 2017, demostré que tras la administracion de
catequina reducia significativamente los niveles séricos de creatinina, BUN y un
aumento en el aclaramiento de creatina, también se observé un aumento de las

enzimas antioxidantes como el SOD y CAT y se evidencio que la catequina protege
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contra el estrés oxidativo debido a la disminucion significativa de la lipoperoxidacion,
esta disminucién es independiente de la dosis de catequina frente al dano renal por
cadmio (90).

En un estudio realizado por Saad 2019, se evidenci6 que la administracion del extracto
de té verde redujo significativamente los niveles séricos de urea, creatinina y acido
arico y a nivel de suero y tejido disminuy6 significativamente el MDA y un aumento en
las enzimas CAT, SOD y GPx. El autor refiere que dichos resultados se deben a la
presencia de &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, catequina, etc. Estos compuestos
tienen capacidad antioxidante y son eliminadores de radicales libres, debido a esto se
les puede atribuir el efecto nefroprotector del extracto de té verde (91).

Las antocianinas son pigmentos naturales de plantas y frutos que se encuentran
dentro del grupo de los flavonoides (92). Las plantas que presentan este compuesto
evidencian efecto nefroprotector, asi como lo reporta Qian 2019, que observo una
disminucion en los niveles séricos de &cido drico, BUN y creatinina, también
favoreciendo la excrecion de &cido Urico, estos resultados se deben a la
administracion de un conjunto de antocianinas de arandanos y grosella negra (93).

Resultados similares reporté Veljkovic 2016, que tras administrar el extracto de
arandanos los niveles de creatinina y urea sérica se asemejaron al grupo control,
como también una disminucion del marcador de peroxidacién lipidica (MDA) y
oxidacion de proteinas. En el caso de la catalasa (CAT) hubo un aumento significativo.
Todos estos resultados el autor lo atribuye a las antocianinas delfinidina y cianidina.

Esta ultima también se encuentra presente en la zanahoria morada (94).

En otro estudio realizado se reportd que al administrar el extracto etanolito de Beta
Vulgaris L. (remolacha) los niveles séricos de creatinina, urea y &cido urico disminuyd
significativamente al compararlo con el grupo que solo se le administré gentamicina.
También se evidenciaron, a nivel de tejido renal una disminucidén significativa de
lipoperoxidacion, IL-6 y el TNF-a, y un aumento de la actividad catalasa. Estos
resultados el autor lo relaciona con los compuestos fendlicos, fitonutrientes, acido
ascorbico y otros constituyentes que tienen la capacidad de atrapar radicales libres y
reducen la peroxidacion lipidica, siendo el extracto de remolacha un eficaz protector
renal (95).
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VI. CONCLUSIONES

6.1. CONCLUSIONES

v

v

La administracion del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada

a dosis de 2 mL/kg produjo un menor nivel de metabolitos nitrogenados sérico.

La administracion del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada
a dosis de 2 mL/kg presentd una mayor excrecion de urea y creatinina, y una

menor excreciéon de acido Urico.

La administracion del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada

a las dos dosis empleadas presentd una menor excrecidén de proteina.

En el presente estudio de investigacion la administracion del zumo de raiz

Daucus carota (zanahoria) variedad morada presenta efecto nefroprotector.

6.2. RECOMENDACIONES

v

v

Realizar estudios histopatoldgicos del tejido renal.

Evaluar la capacidad antioxidante in vitro del zumo de raiz Daucus carota

(zanahoria) variedad morada.

Determinar la actividad de y-glutamil transferasa urinaria.

Evaluar las enzimas antioxidantes del tejido renal: superéxido dismutasa vy

catalasa.

Evaluar el perfil de glutation (GSH) en tejido renal.

Difundir el consumo de la raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada.
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toxicidad inducida por gentamicina en ratas

Efecto nefroprotector de la ingesta del zumo de raiz Daucus carota (zanahoria) variedad morada en la

Anexo Il

Ley peruana N° 30407 ley de Proteccién y Bienestar Animal

) E1Peruanc / Werres 8 se eness e 2016 NORMAS LEGALES 574725
PODER LEGISLATIVO
————————————————————————— DISPOSICIONES GENERALES
Finalidad
CONGRESO DE LA REPUBLICA presenis Ley tiene por Snelded o
blerislar y W prolecciin e odas s especies 09
LEY N* 20407 domésiicos o sivosias mantonidas
a0 cautiveno, én o Marcd de [as Mmedides de prolecion
POR CUANTO m&bug
9 0% aremsies. Lw m'«fm
EL CONGRESO DE LAREPUBLICA, Mmm,mum,hm
3 cousados directa o indrectamento o sor humano,
Ha dardo |n Ley sipsente e St g .d"m bt e ".:
ocomo fomentar &l respeto o la wia beonesier do kos
LEY DE PROTECCION Y BIENESTAR ANIMAL m.maumlum da wear por
= blenestar para provenss acadonies a us potfaciones y
TTULO PRELIMINAR oquotas ssfermedades ransmisities al sor amano
Azl como promaover do las entidades
Adtigulo 1. Principlos poblcas y povadas y 06 10006 l08 aciknes sociakes

SMbEeh
12 nmmml:ohumu

13 Principos o6 colboracion  iIntegral v de

14 Pincipo do amonizackn con @l derecho
nemacional

NOMES MHMONDINS.
15 precautono
B Estado 9606 1 polestad 06 malzw acciones y
NAHNas y

me-mm
y s

Articulo 4 Definiciones
mw“bwym&
s astabiocidas an of Arsen 06 st nonma

CAPITWO N
DEBERES DE LAS PERSONAS Y DEL ESTADO
Articulo § Deberss de las personss
51 Toda persona Sene ol debor de procxwr

proteccion y ol binestr do ks animales,
cusiguiom S00 SU espode, evitando causaTies
INNGCESAND,

dafo, sufnmiento , maitralo de Yo
fisco que allere su normad  comportameento,
lasion o musste.

52 Lo sdquisicon y lenence de un ommal es
responsabiidad

53 B

54 Los animals sivesires que son mantenkios
oMo masootas,

Deberes del Estado
, @ trowés do dos soctores compolonios,
esliocs Ins medidas necesaras par la peoleccidn e
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