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RESUMEN:

Introduccidn: Las enfermedades hepaticas son las primeras causas de demanda
efectiva de hospitalizacién. El higado, es el érgano que presenta multiples funciones,
entre ellas, la depuracién de los farmacos. En su constante actividad, el higado
promueve sistemas internos de proteccion, que al no ser suficientes generan dafo
hepatocelular y morbilidades hepaticas. Objetivo: Evaluar el efecto protector del
consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca)
inducido a dafio hepatico por paracetamol en ratones. Disefo: Experimental puro, con
posprueba y grupo control. Instituciéon: Centro de investigacion de Bioquimica y
Nutricién, Facultad de Medicina Humana, Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima-Peru. Material Biolégico: Almendra de semilla de Cucurbita ficifolia Bouché y 35
ratones machos Mus musculus de la cepa Balb/c, de dos meses de edad (27,2 g. £
3,2). Intervenciones: Se dividié en 5 grupos (n=7), los cuales recibieron tratamiento
por 10 dias, al sexto dia de tratamiento se les suministré6 paracetamol 300 mg/kg
(excepto al G I): G 'y G Il, suero fisiolégico (10 mL/kg); G lll, Silimarina (70 mg/kg); los
G IV y V, suspensién de almendra 400 mg/kg y 800 mg/kg de Cucurbita ficifolia
Bouché, respectivamente. Principales medidas de resultados: indice hepatico,
lipoperoxidacion, glutatién reducido (GSH), GSH total, relacion GSH/GSSG y estudio
histologico. Resultados: La suspension de almendra de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca) increment6 los niveles del GSH vy la relacion GSH/GSSG,
existe una menor tendencia en los niveles de lipoperoxidaciéon e indice hepatico. A
nivel histologico, evidencia regeneracién del tejido hepatico. Conclusiones: El
consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca)

presenta efecto hepatoprotector frente a la toxicidad por paracetamol en ratones.

Palabras claves: Higado, Cucurbita ficifolia Bouché, calabaza blanca, chiclayo, chilacayote,

paracetamol, acetaminofén, lipoperoxidacion, glutation, GSH/GSSG, histopatologia.



ABSTRACT:

Introduction: Liver diseases are the first causes of effective demand for
hospitalization. The liver is the organ that has multiple functions, including drug
clearance. In its constant activity, the liver promotes internal protection systems, which
cannot have liver damage and liver morbidity. Objective: To evaluate the protective
effect of the consumption of almonds from Cucurbita ficifolia Bouché seeds (white
squash) induced to liver damage by paracetamol in mice. Design: Pure experimental,
with post-test and control group. Institution: Biochemistry and Nutrition Research
Center, Faculty of Human Medicine, National University of San Marcos, Lima-Peru.
Biological material: Cucurbita ficifolia Bouché seed almond and 35 male Mus
musculus mice of the Balb/c strain, two months old (27.2 g. = 3.2). Interventions: It
was divided into 5 groups (n = 7), which received treatment for 10 days, on the sixth
day of treatment they were given paracetamol 300 mg/kg (except Gl): Gl and G II,
physiological serum (10 mlL/kg); G Ill, Silymarin (70 mg/kg); G IV and V, almond
suspension 400 mg/kg and 800 mg/kg of Cucurbita ficifolia Bouché, respectively. Main
outcome measures: Liver index, lipoperoxidation, reduced glutathione (GSH), total
GSH, GSH/GSSG ratio and histological study. Results: The suspension of almonds
from Cucurbita ficifolia Bouché seeds (white squash) increased GSH levels and the
GSH/GSSG ratio, there is a lower trend in lipoperoxidation levels and liver index. At
histological level, evidence of liver tissue regeneration. Conclusions: The
consumption of the almond seeds of Cucurbita ficifolia Bouché (white squash) has a

hepatoprotective effect against paracetamol toxicity in mice.

Keywords: Liver, Cucurbita ficifolia Bouché, white squash, chiclayo, chilacayote, paracetamol,

acetaminophen, lipoperoxidation, glutathione, GSH/GSSG, histopathology.
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Efecto protector de la almendra de semillas de cucurbita ficifolia bouché (calabaza blanca) en el dafo
hepatico inducido por paracetamol en ratones

. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas representan un importante problema de salud publica a
nivel mundial y es responsable de aproximadamente dos millones de muertes anuales
™ El hepatocarcinoma como tal, representa entre el 70 al 90% del cancer hepatico
primario, la incidencia estandarizada por edad es 10,1 por cada 100 000 habitantes,
siendo mayor en el continente africano y parte de Asia en comparaciéon con Europa,
Asia centro meridional y Sudamérica ¢,

En el Peru, las enfermedades hepéticas son las primeras causas de demanda efectiva
de hospitalizacion “°, la cirrosis hepatica ocupa el segundo lugar de las morbilidades
digestivas y hepatobiliares, considerada como el segundo lugar entre las causas de
mortalidad de las defunciones registradas y al hablar de las defunciones generales,
ocupa la quinta posicién en orden de magnitud ©.

Las enfermedades hepéticas generan costo dependencia para quien lo desarrolla y
también para el Estado. La alta prevalencia de éstas enfermedades no solo es su
importancia clinica, mas si lo son, el eventual progreso a hepatocarcinoma y por
ultimo, al paso de una enfermedad terminal. Estos problemas hepaticos causan el
ingreso sanatorio, prolongandose la estancia hospitalaria que es producto de la
discapacidad por la enfermedad, siendo a menudo asintomatica e indolente en el

"8 Dentro de las causas principales se

paciente, hasta su posterior complicacion
encuentran a la ingesta crénica del alcohol, la enfermedad viral crénica, la
predisposicién genética y algunos factores de riesgo como el sindrome metabdlico, el
sexo masculino, la edad avanzada. Se considera una edad promedio de 50 anos, para

el inicio de la enfermedad ©.

El 6rgano visceral mas exorbitante del cuerpo humano se denomina higado. En las
personas adultas, cuenta con un peso aproximado de 1300 g, siempre es ubicado
debajo del diafragma, ocupando una gran zona del hipocondrio derecho, se encuentra
circundada por una capsula fibroelastica llamada Glisson. Desde la percepcion
anatomica, es dividida en cuatro I6bulos, dos grandes denominados I6bulo derecho y
I6bulo izquierdo, ademas cuenta con dos l6bulos menores, denominados Iébulo
caudado y el I6bulo cuadrado. Sin embargo, una porcién menor es ubicada en el area
epigastrica, sin lugar a dudas conforma la caja tor4cica, generalmente no puede
palparse en personas saludables '?.

1
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El 6rgano hepatico cumple un papel muy importante para el organismo, ya que
presenta multiples funciones, entre ellos de caracteristicas metabdlicas importantes,
esencialmente con actividad digestiva, regulador hemostéatico, cuenta con actividad
inmunoldgica y no menos importante, que actia de reservorio de nutrimentos. Es un
organo sensible y a su vez susceptible a numerosos procesos inflamatorios, muchas
veces producidos por infecciones virales, toxicidad por farmacos, en otros casos por
estupefacientes y sus derivados metabdlicos, aunque a veces afectado por defectos
genéticos '"). Actualmente se sabe que, el higado es el 6rgano mas activo durante el
metabolismo de los farmacos, volviéndose un receptor diana muy vulnerable, sobre

todo ante los efectos de dosis elevadas 2.

El lobulillo hepatico es la unidad funcional del érgano hepatico. Cada lobulillo es
estructuralmente cilindrica, con un diametro de 0,08 cm a 0,2 cm aproximadamente. El
higado contiene entre 50000 a 100000 lobulillos, el lobulillo hepético est4 organizado,
tal es asi, que estd conformada por una secuencia de hepatocitos alrededor de una
vena central, éstas drenan hacia las venas hepaticas, con direccién hacia la vena
cava. Las ramificaciones pequefias de la vena porta, las terminaciones de los
conductos biliares y la arteria hepatica, son ubicadas casi al perimetro de los lobulillos.
Las placas hepaticas se encuentran divididas por ciertos capilares sinusoidales, que a
su vez se encuentran recubiertas por dos tipos de células: las células endoteliales

capilares tipicas y las células de Kupffer 9.

Las células de Kupffer son células reticuloendoteliales, cuenta con capacidad de
eliminar y fagocitar células hematicas viejas en el torrente portal, en el proceso que
fluyen por la sinusoide. Dicho de paso, la accion fagocitica tiene la misién de eliminar
bacilos entéricos y ciertas sustancias negativas de los alimentos, algunos farmacos,
entre otros, que habitualmente son filtradas hacia el torrente sanguineo, desde la
absorcion del intestino. Algunos farmacos y/o medicamentos son bien tolerados y
depurados, mientras que otros producen una alteracién a las células hepaticas .

Un medicamento muy popular y ampliamente utilizado por sus propiedades
analgésicas y antipiréticas es el paracetamol o acetaminofén, que puede inducir a
hepatotoxicidad cuando se toman en sobredosis. Por lo general, el paracetamol es
obtenido en cualquier expendio farmacéutico e incluso sin receta médica, es eficaz y
seguro a dosis terapéuticas, muchas veces recomendadas bajo ciertas precauciones
del cuadro patolégico ®. La categoria sanatoria de esta intoxicacién, permanece no
solo en su elevada prevalencia, sino también en el fortuito progreso en desarrollar

cirrosis y en otras hacia el hepatocarcinoma .

2
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La sobredosis de paracetamol es la causa comun de insuficiencia hepatica aguda de
adultos y sobretodo de nifios, en los Estados Unidos y otros paises "'*. El consumo a
dosis mayores de lo recomendado puede ser toxico para el higado, esto ocurre con
frecuencia tanto en personas sanas como en personas con alguna patologia. Esto se
debe a que durante la biotransformacion del paracetamol en el higado, se producen
sustancias toxicas que en pequefa cantidad, como la dosis baja, los sistemas
defensivos del propio higado las neutralizan. Sin embargo, si la dosis fue alta, estas
sustancias toxicas no podrian ser depuradas en su totalidad, produciendo dafo a nivel
de los hepatocitos "®.

La depuracion de los farmacos al pasar por los hepatocitos, implica tres procesos de
fase. El proceso de fase |, mediante la alteracion o la inhibicion quimica de alguna
sustancia. Las enzimas por lo general metabolizan los farmacos, estas enzimas se
encuentran en el reticulo endoplasmatico liso de las células hepéticas, con especial
ubicacién de las membranas lipofilicas, generando reacciones de oxidacion, reduccion,
hidroxilacién, etc. Las reacciones pertenecen a la codificacion de una serie de
isoenzimas microscépicas denominadas citocromo P450, cada familia de genes se
responsabiliza del metabolismo de algunos farmacos '%.

Seguidamente el proceso de fase I, considerando la transformacion de sustancias
solubles en lipidos a derivados solubles en agua. Este proceso es denominado
conjugacion, implicado en la actividad enzimatica del reticulo endoplasmatico
encajando al farmaco, haciéndolo mas hidrosoluble y ejecutar su posterior eliminacion,
via urinaria o biliar. Otra alternativa, asociado al citocromo P450 que implica la
detoxificacién de productos reactivos, usualmente interactia mediante la via del Tiol
del glutation. Y por ultimo, el proceso de fase lll, la exudacion de los farmacos, su
actividad metabdlica o sus conjugaciones son excretados como parte de la bilis .

El paracetamol es metabolizado por enzimas del citocromo P450 a N-acetil-P-
benzoquinoneimina (NAPQI), en sobredosis se genera una gran cantidad de NAPQlIs,
que puede agotar el glutatién reducido (GSH), el excedente de NAPQIs puede unirse a
las proteinas mitocondriales, causando disfuncién de las organelas (el reticulo
endoplasmatico y el nicleo) ® e incrementando el nivel de estrés oxidativo, lo que
lleva a un dano hepatocelular y necrosis hepatica centrolobulillar. En este proceso, la
sobredosis de paracetamol puede aumentar el nivel de malondialdehido (MDA), el cual

es producto de la lipoperoxidacién ™.

3
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La biotransformacién del paracetamol juega un papel crucial, al reducirse a
compuestos menos agresivos durante su paso por el higado. Este proceso es
denominado detoxificacion hepatica y es realizado durante la fase Il en un 90%, donde
son conjugados con el acido glucorénico, sulfato y cisteina, para su posterior
eliminacion via urinaria. En menor proporcién, de casi el 3 % se oxidada en la fase I, a
través del complejo citocromo P450, incrementando la solubilidad del agente toxico
(1617) " especificamente por la isoformas CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A, el cual producen
un compuesto denominado N- acetil benzoquinonemina (NAPQIs) altamente téxico
que posteriormente va reaccionar con el glutation (GSH), depletandolos

constantemente 1&17),

Las manifestaciones clinicas por intoxicacion del paracetamol presentan tres etapas.
La primera dura aproximadamente 24 horas, con sintomas gastrointestinales,
nauseas, vomitos, anorexia, malestar general y algunas veces epigastralgia. Al pasar
las horas puede presentar mejoria, pero algunas veces las pruebas de funcién
hepatica ya se encuentran alteradas. La segunda etapa se inicia después de las 24
horas, presentando dolor en el hipocondrio derecho y se evidencia el tiempo de
protrombina prolongado y de alteraciones de la funcién hepatica. La tercera fase, se
presenta de tres a cuatro dias el curso con necrosis hepatica, ictericia, sangrado,
demencia, encefalopatia hepatica, acidosis metabdlica, alteraciones de las
transaminasas, fosfatasa alcalina y compromiso hepato-renal, que conllevan en

muchos casos a la muerte, sin embargo; en algunos casos existe fase de recuperacién
(19)

El dano hepatico se relaciona muchas veces con el estrés oxidativo, el cual es
desencadenado por la generacion de radicales libres. El estrés oxidativo se presenta
cuando hay un incremento en la fabricacién de radicales libres dentro del organismo,
ademas que la capacidad defensiva de los antioxidantes resulta ser ineficiente, el cual
provoca dafo celular, que llega a ser muy severo y puede conducir a la muerte celular.
Existen sistemas enzimaticos en las células, que muchas veces evitan el incremento
excesivo de las especies reactivas de oxigeno (EROS), limitando el ataque a dafo de
las células. La superéxido dismutasa (SOD) neutraliza el anién superéxido (O,"), en
tanto que la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GSH px) dismutan al peroxido de
hidrogeno (H,0,) ©.

El higado al ser un 6érgano multifuncional, es muy susceptible a diferentes sustancias,
tanto internas como externas. Muchas veces, el higado cambia la estructura
histolégica al verse afectado, producto de la alteracién se observa presencia de
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]
fibrosis y hasta un grado de inflamacion localizada en el érgano afectado ®©. El
diagnostico de las alteraciones hepéticas se confirman con pruebas bioquimicas
(enzimaticas, bilirrubina, tiempo de protrombina), radiograficas, tomografias
computarizadas e incluso la biopsia hepatica para su diagnéstico definitivo .

Una de las complicaciones es la enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA),
denominado en inglés como non-alcoholic fatty liver desase (NAFLD), actualmente
catalogada como una de las morbilidades hepaticas con mayor frecuencia en
manifestarse mundialmente @, A inicios de los 80, descrita de manera prematura por
Ludwig y sus colaboradores, manifestando que los pacientes sin ingesta relevante de
productos alcohdlicos y que sin embargo al evaluar las biopsias hepéticas eran
indistinguibles, pero similares a las de una morbilidad hepatica alcohélica ®. La
EHGNA se manifiesta por muchas alteraciones que van desde la esteatosis simple
(sobreproduccién de grasa en las células hepaticas) a esteatohepatitis (EHNA),

delimitada por el cuadro fibrético avanzado y propiamente dicho a la cirrosis hepética
(23)

Otros farmacos, derivados de productos naturales, como es el caso del compuesto de
la silimarina, catalogado como un potente antioxidante hepatico. Generalmente éste
farmaco neutraliza el estrés oxidativo, reforzando los niveles de antioxidantes de los
hepatocitos porque al ser un flavonoglicano, cuenta con una mezcla de ciertos
componentes como la silibina, silidianina y silcrisitina, restaurando el tejido celular, asi

24 La silibina incrementa la velocidad de

también cumpliendo su efecto antioxidante
sintesis del RNA ribosomal, estimulando la biosintesis de proteinas en el higado .
Otro farmaco, es la N-acetilcisteina (NAC) mayormente es de uso clinico, sobre todo
para el uso de intoxicacion por paracetamol. EI NAC actia de dos formas: la primera,
sintetizando GSH, debido a que los NAPQI agotan los GSH, éstos se ven inmersos a
constantes reacciones por el grupo tiol, bloqueando su progreso téxico en los
hepatocitos. Por otro lado, como sustituto del GSH, actuando en remplazo de los GSH
en forma de aducto, a nivel intracelular, evitando asi danar el tejido hepatico y
reduciendo los niveles de NAPQI toxicos %

Existen factores que pueden condicionar al sistema inmunitario, tanto el déficit o el
exceso de nutrientes, como la ingesta caldrica, los tipos de grasas, los tipos de
vitaminas y por ciertos minerales ?”. La dieta juega un papel importante para nuestra
salud. El higado generalmente es afectado por dietas con alto contenido de acidos
grasos saturados (AGS), algunas veces por acidos grasos trans (AGT) y otras veces

28)

por el consumo adicional de farmacos y estupefacientes ?®. Sin embargo, las
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]
alternativas y busqueda de agentes nutricionales para la prevencion de la deplecién de

nuestro sistema antioxidante, deben sustituirse constantemente mediante la dieta (.

En otros, compuestos esencialmente importantes para preservar la salud, como son
los polifenoles y flavonoides, fuentes de antioxidantes se encuentran en las frutas,

verduras, extractos vegetales '®

. Los antioxidantes de la dieta pueden actuar de dos
formas. La primera, previniendo la proliferacién de exceso de radicales libres (RL),
evitando que se produzca un dafo celular a futuro y el segundo, posteriormente al
dafno producido, los compuestos antioxidantes propios de los alimentos que

contrarrestan los niveles de RL, evitando la agresién o dafio celular .

El concepto de alimento nutracéutico, ha sido reconocido como "aquel suplemento
dietético que proporciona una forma concentrada de uno o varios agente bioactivos de
un alimento y utilizado para incrementar la salud en dosis que exceden aquellas que
pudieran ser obtenidas del alimento normal” (Arai S. et al. 2006). Segun el Consejo
Internacional de Informacién sobre Alimentos en el 2008, menciona que los alimentos
funcionales, aparte de cumplir su papel nutritivo basico, tienen la capacidad de
proporcionar efecto positivo en aras de la salud, evitando el riesgo de sufrir alguna
morbilidad %),

En los ultimos afos se ha prestado especial interés en nutracéuticos y/o agentes
protectores del higado de origen natural, muchas plantas medicinales, mediante

3. Los

suspensiones y/o extractos para el consumo preventivo de enfermedades
productos nutracéuticos son “suplementos alimenticios” que son tomados en dosis
superiores a las existentes en esos alimentos, y que tienen un efecto favorable sobre

la salud, mayor al que podria tener el alimento en su forma de consumo natural ©%.

En esencia, los nutracéuticos contienen nutrientes que abarcan una amplia gama de
productos, que deben cumplir algunos criterios: como los productos de origen natural,
no empapados a métodos que desnaturalicen su condicidén, aportar beneficios para la
salud, beneficios de una o mas actividades fisiolégicas-preventivas y curativas,
ademas de aportar estabilidad entre los nutrientes que los contiene. (Pérez H. et al.
2006) 7,

La Cucurbita ficifolia Bouché es de la familia Cucurbitaceae, del Género Cucurbita L.
(1981), cuyo nombre comun en el Peru es calabaza blanca, chiclayo o alcayote; en
Bolivia, blanca; en Colombia, Auyama; en Estados Unidos, Fig leaf squash y en
México, chilacayote ®?. Se ha reportado que su produccién abarca desde México
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hasta Chile y Argentina. Esta especie se distribuye a lo largo de la cadena montafiosa
de los andes, pasando por el Perl. Se considera que es originaria de los andes
peruanos, teniendo en cuenta que los mas antiguos registros de semillas de la
especie, fueron hallados junto con restos arqueoldégicos, con una antigtiedad
aproximada de 4 700 afios en Huaca Prieta, en la regién de la Libertad 9.

La Cucurbita ficifolia Bouché requiere suelos ricos, con buen drenaje y que retengan
humedad suficiente, con ambientes soleado, aunque a veces pueden tolerar
ambientes adversos pero no heladas (OECD et al., 2012). La siembra es en forma
directa, generalmente se depositan de dos a tres semillas en cada hoyo, ésta ultima de
tres a cinco centimetros de profundidad. La Cucurbita ficifolia Bouché se caracteriza
por presentar un rapido proceso de germinacion, a los tres dias de imbibicién de la
semilla. El lapso de crecimiento desde la siembra de las semillas hasta la cosecha de
los frutos maduros es de seis a siete meses. En el periodo de la cosecha se extraen
los frutos verdes y maduros. (Marco Antonio Leén et al.) 2.

La planta de la calabaza blanca o alcayota (Cucurbita ficifolia Bouché), puede llegar a
producir hasta 50 frutos, un fruto puede contener hasta 500 semillas aproximadamente
®3  Las semillas son de forma piriforme de color negro y con bordes negros
generalmente liso o uniforme con un promedio de longitud de 20,1 mm por un ancho
de 11,7 mm, teniendo un peso promedio de 25,2 g ©®¥. Las semillas maduras no
cuentan con endospermos netamente funcionales. El que completa la cubierta de la
semilla es el embrién, las reservas son almacenadas en los cotiledones que estan
compuestos por lipidos, en pequefios somas esféricos que tienen por nombre
esferosomas, ademas de contener proteinas. La calabaza blanca, especialmente en el
fruto, el compuesto con mayor predomino del mesocarpio son los hidratos de carbono,
sin embargo, las semillas tienen predomino de proteinas y lipidos, que representan

aproximadamente entre el 80-85% del peso seco del embrién ©°).

De acuerdo a la composicion quimica de la harina de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché en 100 gramos contiene: 428,7 kilocalorias, 13 g de proteinas, 12,3 g de
grasa, 66,5 g de carbohidratos, 68,7 mg de Calcio, 29,9 mg de Sodio, 72 g de Fésforo,
444 mg de Potasio, 470 mg de Magnesio, 0,8 mg de Manganeso, 3,5 mg de Hierro, 3
mg de Zinc ©®. Entre ellos, el selenio, el zinc, el manganeso, por ser parte del ndcleo
activo de las enzimas, mantienen el buen funcionamiento de algunos 6rganos, de los
cuales destaca el érgano hepatico. Los minerales de las semillas de las Cucurbitas,
estan comprometidos con la produccién endégena de antioxidantes ®®. El aceite de
las semillas esta compuesto basicamente por &acido oleico, acido palmitico (Radovich
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et al, 2011) ¥, Ademas, otras especies de las Cuctrbitas reportan la presencia de

selenio en el aceite de las semillas ©6-37:3839),

Martinez Aguilar y cols, en el 2011 reportan que las semillas de algunas variedades de
Cucurbitaceas, como la Cucurbita maximay Cucurbita moschata (calabaza), mediante
la cromatografia gas-liquido, contienen acidos grasos esenciales, fitoesteroles (beta-
sitoesterol, campesterol, estigmasterol y estigmastenol) y escualeno “?.. Gemrot y cols,
en el 2006 manifiestan que las semillas de Cucurbita pepo (calabaza) contienen acidos
grasos esenciales, antioxidantes y vitaminas. Por ello, las semillas aportan 51% de
grasa, ademas presenta y-tocoferol, siendo el 96% de los tocoferoles totales. Pero los
tocoferoles de las semillas tostadas contienen 68mg/100g de semilla y las semillas no
tostadas presentan 107,4mg/100g de semilla. Sin embargo, las pérdidas del y-tocoferol
fue del 36% y aun asi es el mas resistente a la oxidacién ambiental “".

En el estudio sobre la composicidon nutricional de cuatro variedades de semilla de
Cucurbita spp, presentan una cantidad importante de proteinas que oscila de 29,6 a
29,8 %, los lipidos de 30,4 a 40,8 % y los carbohidratos de 5,9 a 7,2 %. La presencia
de acidos grasos saturados oscila en 19,6 a 25,0% y de los insaturados entre 38,8 a
52,4 %. Dentro de los saturados destacé el palmitico en un 13 a 15,3% y el estearico
en 6,5 a 9,8; de los insaturados el linoléico en 37,8 a 52,6% siendo éste el mas
predominante, el n-9 oleico en 27,2 a 38,3% y el araquidico en 0,5 a 0,8%, este ultimo
confiriéndole su calidad de aceite vegetal comestible “?.

La presencia de acidos grasos poliinsaturados (AGPI), como son el acido a-linolénico

39,43 42,43
o

en menores cantidades ©®%*? y el 4acido linoléic ), en las almendras de las semillas

de las Cucdrbitas, cuyas funciones del acido linoléico es de producir prostaglandinas
de serie 1 (PG1), mientras que el acido a-linolénico produce las prostaglandinas de
serie 3 (PG3), éstos a su vez poseen capacidad antiinflamatoria, reduciendo los
cuadros inflamatorios “4.

Eraslam y cols, reportan el efecto antioxidante del aceite de semillas de las cucurbitas
a través de los fenoles, la vitamina E, el B-caroteno y fitoesteroles ¢”. Otro estudio del
extracto acuoso de cuatro semillas de las cucurbitadceas, donde determinaron las
concentraciones de fenoles, resveratrol y quercetina, demostraron su capacidad

45)

antioxidante “°. El escualeno, es otro compuesto que forma parte del aceite de las

semillas, su estructura quimica estd conformado por hidrocarburos alifaticos

insaturados, demostrando su capacidad antioxidante 749
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Los flavonoides presentes en la dieta '®

(29)

, entre ellos la quercetina, presentan
capacidad antioxidante , previniendo la peroxidacién lipidica, en ese sentido
atentan los depoésitos de colageno y el proceso de fibrinogénesis a nivel hepatico,
ademas de actuar a un 50% mas de su capacidad antioxidante a nivel del gen de la
regulacién del GSH, induciendo la produccion de glutation (GSH), ademas de inhibir la

produccion de 6xido nitrico (NO) y alterando vias de expresion de proteinas celulares
(46)

Considerando la presente investigacion de interés por el bienestar de la salud, debido
a que en el Peru las enfermedades hepdticas son las primeras causas de demanda
efectiva de hospitalizacién y a su vez ocupa el segundo lugar entre las causas de
mortalidad, que mediante el consumo de la suspensién de almendras se podria
contribuir a lentificar las enfermedades hepaticas y sus etapas, ademas de actuar
como coadyuvante al tratamiento convencional. El costo beneficio de este tratamiento
es bajo, en comparacion con los tratamientos convencionales, porque las semillas de
la Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca) generalmente son desechadas y no se
aprovechan en su totalidad, generando un bajo costo en adquirirlas. Se produce en
cantidades suficientes en el norte del pais, ya que muchos mercados nacionales son

abastecidos por esta region ©*.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

El consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca)
tiene efecto protector en el dafio hepatico inducido por paracetamol en ratones.

2.2. Objetivo General

Evaluar el efecto protector del consumo de la almendra de semillas de Cucurbita
ficifolia Bouché (calabaza blanca) inducido a dano hepatico por paracetamol en

ratones.
2.3. Objetivos Especificos

Determinar el efecto del consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca) sobre la morfologia del tejido hepatico, inducido a dafno
hepatico por paracetamol en ratones.

Determinar el efecto del consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca) sobre los indicadores bioquimicos del dano hepatico,
inducido a dafio hepatico por paracetamol en ratones.

-
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lll. METODOLOGIA

3.1. Tipo de estudio

Es un estudio experimental puro, disefio con posprueba y grupo control 7.

3.2. Tamano de la muestra

Se emplearon 35 ratones Mus musculus de la cepa Balb/c.

3.3. Variables

3.3.1. Variable independiente

Almendra de la Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca), se encuentra
conformada por el endospermo y embrién de la semilla Cucurbita ficifolia Bouché, el

cual pasara a ser triturado en un mortero y resuspendido en agua .

3.3.2. Variable dependiente

Efecto protector del higado, “salvaguardar al higado de los efectos daninos de
hepatotoxinas que el hombre puede ingerir 0 contrarrestar las alteraciones en los

mecanismos de defensa antirradicalarios, considerados de gran importancia para ser

denominados hepatoprotectores” 9.
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3.3.3. Operacionalizacion de variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES PUNTOS DE CORTE B EDICION
Variable independiente:
Dosis:
Almendra de la Cucurbita ficifolia
Bouche (calabaza blanca): | Suspension de almendra. 400 mgfkg. Razén
Endospermo y embrién de la semilla
Cucurbita ficifolia Bouché, el cual * 800 mg/kg.
pasara a ser triturado en un mortero y
resuspendido en agua ©®
e % de variacion de la
lipoperoxidacion.
Variable dependiente: e % de variacién del GSH
, Bioquimico e % de variacion del GSH total. Razén
Efecto protector del higado: e Variacién del cociente
“Salvaguardar al higado de los GSH/GSSG.
efectos dafinos de hepatotoxinas que Compara::doc;] ::rc;rlw el grupo
el hombre ingiere o contrarrestar las e % de variacion respecto del indice '
alteraciones de los mecanismos de hepatico. )
defensa antirradicalarios” “?. e Cambios en la citoarquitectur Razon
Morfolégico ambios en la citoarquitectura
(Cambios cualitativos del tejido
hepatico). Cualitativa
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3.4. Materiales

3.4.1. Materiales bioldgicos

+ Ratones Mus musculus de la cepa Balb/c.

+ Almendra de semilla de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca).

3.4.2. Reactivos y farmacos

¢ Paracetamol (Sigma-Aldrich).

¢ 5,5-dihitrio-bis (2-nitrobenzoico acido)-3-carboxyl-4-nitrophenildisulfide (DTNB)
(Sigma).

¢ Acido tricloroacético (TCA) (Scharlaw).

¢ Acido 2-tiobarbittrico (TBA).

+ Buffer TRIS (Sigma).

¢ Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Merck).

3.4.3. Equipos e instrumentos
¢ Homogenizador marca: Ultra —Turrax; modelo: IKA-T10BASIC.
¢ Espectrofotdmetro marca: GREETMED; modelo: NV203.
¢ Centrifugadora marca: GREETMED; modelo: GTT119-300.
+ Balanza analitica modelo: RADWG®; modelo: WTB20021.
¢ Bano Maria marca: AVALIER; modelo: VL-32.
¢ Estufa marca: Unic's®.

¢ Mortero de porcelana.

- 1
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3.5. Procedimientos experimentales

3.5.1. Prueba piloto

En este proyecto se ejecuté la prueba piloto, con el propdsito de conocer y depurar los
posibles inconvenientes en la suministracion, los niveles de concentracion y las dosis a
utilizarse en la suspensién de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché y tanto como las
del paracetamol.

3.5.2. Recoleccion y preparacion de la muestra

Se utiliz6 semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca), recolectandose en
el mercado “Campo Ferial 6 de Junio” en San Juan de Lurigancho - Lima (enero del

2018), dicho mercado es abastecido por la sierra norte del Peru.

Para ello, se selecciond cierta cantidad de semillas de la calabaza blanca para tostarlo
con movimiento constante durante 5 minutos, luego se retird el tegumento seminal
(epispermo) y la cuticula que se encuentra alrededor del endospermo, obteniéndose
las almendras de las semillas. Se pes6 dosis equivalentes en diferentes
concentraciones y se envolvié en papel aluminio, fue almacenado en botellas de color
ambar a temperatura de 4°C. La suspension de almendra se obtuvo por trituracion en
un triturador (mortero) de porcelanato, hasta lograr la masa de consistencia fina, para
luego ser resuspendida en agua, ésta preparacion de la suspension se hizo minutos

antes de la administracion.

3.5.3. Condicionamiento y aclimatacién

Se emplearon 35 ratones Mus musculus de la cepa Balb/c, de sexo macho, de etapa
adulta de dos meses de edad, con peso de 27,2 £ 3,2 g, obtenidos del Bioterio de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, los cuales tuvieron un periodo de siete dias
en fase de acondicionamiento en jaulas metdlicas, en ambiente controlado con
temperatura de 20 grados Celsius, ciclando alternadamente de medio dia de fase luz y
medio dia de fase oscuridad. Todos los grupos tuvieron alimentacion balanceada y
agua ad libitum, en el transcurso del tratamiento.

3.5.4. Ensayo experimental-método de induccion

Al término del periodo de acondicionamiento, los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en cinco grupos (n=7) y donde recibieron las siguientes sustancias
durante 10 dias, por via per-oral:
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¢ Grupo I: Recibio suero fisiolégico (10 mL/kg).

¢ Grupo lI: Recibi6 suero fisiologico (10 mL/kg).

¢ Grupo lll: Recibié Silimarina (70 mg/kg).

¢ Grupo IV: Recibi6 suspensiéon de almendra (400 mg/kg).

¢ Grupo V: Recibi6 suspensién de almendra (800 mg/kg).

En el dia seis del tratamiento, via per-oral se administré a todos los grupos, excepto al
grupo |, una dosis de 300 mg/kg del farmaco paracetamol, hasta el final del ensayo. Al
término de los tratamientos experimentales, los ratones estuvieron sometidos a la

privacion de alimentos y agua, por un lapso de 14 horas antepuesto al sacrificio.

El dia del sacrificio se registré el peso de los ratones, posteriormente, los ratones
fueron anestesiados con pentobarbital sodico (dosis: 26 mg/kg) via intraperitoneal,
luego se ejecuto la laparotomia para obtener el 6rgano hepatico, el cual fue sumergido
en NaCl 0,9% para su lavado, luego se pesé el érgano, posteriormente el I6bulo mayor
se secciond en dos porciones, la primera porcion se conservé en formol (10%) en una
solucion de NaCl 0,9% para el estudio histolégico y la segunda porcion fue conservado
a 4°C para los estudios bioquimicos.

3.5.5. Aspectos morfolégicos del higado
Determinacion del indice hepatico

El indice hepatico (IH) fue determinado como el porcentaje del peso del tejido hepatico
respecto al peso del animal, a través de la férmula:

% IH = 2 4 100
0 W

a

Doénde:

W,: peso del higado.
W,: peso del animal.
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Ademas, se expreso el % de inhibicién tomando como referencia al grupo |l

[He, — [HG
% de inhibiciéon = G2 H 1o x 100
G2

IHg2: media del indice hepatico del grupo I
IHG10: media del indice hepatico del grupo tratamiento.

Método Histolégico

La porcion almacenada en formol al décimo por ciento (10%) tamponado NaCl 0,9%,
fueron fijadas en cera liquida y se hicieron cortes, se uso la tincion hematoxilina eosina
como contraste para identificar los elementos celulares y la tricromica de Masson para
identificar la estructura del espacio portal-hepatico. Se ejecutd en el Instituto de
Medicina Legal y Ciencias Forense “Morgue central de lima”. Las laminas fueron
examinadas por el especialista Patologo, logrando identificar los siguientes
semblantes: de la estructura hepatica, el espacio portal de Kiev, las células de Kupffer,
los conductos biliares y las células hepaticas tanto en forma y nudcleo.

3.5.6. Aspectos bioquimicos del higado

Determinacion de lipoperoxidacion

» (49

“Mediante el método de John Buege y Steven Aust en 1978” “9 y “modificado por

Silvia Suarez en 1995” 9,

Fundamento: El malondialdehido, en condiciones acidas y de temperaturas altas,
reacciona 2 moles de acido 2-tiobarbiturico (TBA) con un mol de malondialdehido,
dando paso a un complejo cromdgeno o de pigmentacién rosada siendo detectado por
la espectrofotometria a una longitud de onda de 535 nandémetros, donde su intensidad
del color debera ser proporcional al nivel de lesion hepatica.

Protocolo: Se tom6 0,3 mL del homogenizado y se agregé 0,6 mL de acido
tricloroacético 20%, luego se llevd a bafno Maria hirviendo por 10 minutos. Finalizado
el tiempo, se dejé enfriar y se agregé el 0,9 mL de acido 2 - tiobarbitdrico 0,67%/HCI
0,25 N y se volvié a llevar a bafno Maria por 20 minutos. Al término del tiempo, se
centrifug6 a 4000 rpm por el lapso de 15 minutos y leyéndose a 535 nm.
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Los calculos de concentracion fueron determinados a través de la férmula:

ABS(Mp — BI) x Vg, x VHx 10
exIxVxW

[TBARS nmol/g] =

VRx: volumen de la reaccion 1,8 mL

g. Coeficiente de extincion molar 1,56x105 M-'cm-!

V: volumen del homogenizado para reaccion 0,3 mL

I: longitud de la cubeta 1 cm

VH: Volumen del homogenizado 5 mL

W: peso del tejido para el homogenizado, aproximadamente 0.5 g

Ademas se determiné el porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacién, a través de la

féormula:

TBARS., — TBARS
% Inhibicién = ’%ZB o 10 « 100
G2

TBARSG:: indice de la media del TBARS delgrupo I
TBARSTT0: indice de la media del TBARS delgrupo tratamiento

Determinacion del perfil glutation en higado
Mediante el método de Sadlak y Lindsay ©".

Fundamento: Para la determinacion del GSH se utiliz6 el DTNB, los cuales
reaccionaron dando la coloracién amarilla. Para depurar los grupos sulfhidrilos
presente en las glicoproteinas del tejido hepatico se utilizé acido tricloroacético y para
evitar la activacion de las metaloproteasas se empleé el EDTA, que es un quelante de
cationes divalentes (Ca*?, Zn*?, Mg*?), los cuales son activadores de las enzimas.

Desproteinizado: Se tom6 1 mL del homogenizado anteriormente preparado y se
agregé 0,8 mL de agua destilada y 0,4 mL de &acido tricloroacético 50%. Se agitd
intermitentemente por 10 minutos y luego se centrifugé a 4500 RPM por un lapso de

15 minutos.

Determinacion de GSH reducido: Del sobrenadante del desproteinizado, se tomé 0,5
mL y se adicioné 2 mL de buffer tris 0,4 mol/L a pH 8,9; inmediatamente se llevd a
bafio Maria a 70° C por 10 minutos. Posteriormente se afadié 0,05 mL de DTNB a
0,01 mol/L, se agité para combinarlo. Luego se leyd en el espectrofotometro a 412 nm.
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Los resultados estuvieron expresados en mg de GSH/g de tejido, a través de la

formula:

FcxVhxVD xVRX

[GSHme/g ] = < rn - Venxw

VHD: Volumen del homogenizado para la precipitacion 1mL
VD: Volumen de desproteinizado 2,2mL

WVsn: Volumen del sobrenadante 0,5mL

VRx: Volumen de la reaccién 2,525mL

Vh: Volumen de homogenizado aproximadamente 2,5 mL
W peso del tejido a homogenizar. Aproximadamente 0,3 g

Y también fueron expresados en % de incremento:

% de incremento de GSH = % x100 %
C

IG5t indice de la media de grupos sulfhidrilos no proteico del tratamiento.

IG5:: indice de la media de grupos sulfhidrilos no proteico del control.

Determinacion de GSH total: Del sobrenadante del desproteinizado se tomé 0,0005
L y se adicioné 0,002 L de buffer tris 0,4 mol/L a pH 8,9 en medio reducido (14 mg de
vitamina C / 7 mg de Ac. Glioxilico/14 mL de buffer), inmediatamente se llevo a bafio
Maria a 70° C por 10 minutos). Posteriormente se afiadiéo 0,05 mL de DTNB a 0,01
mol/L, se agitdé para mezclar. Luego se ley6 en el espectrofotémetro a 412 nm.

Los resultados estuvieron expresados en mg de GSH total/g de tejido, a través de la

formula:

Fcx VhxVD x VRX
VHDxVSNxW

[GSHmg/g] =

VHD: Volumen del homogenizado para la precipitacion 1mL
VD: Volumen de desproteinizado 2,2mL

Vsn: Volumen del sobrenadante 0,5mL

VRx: Volumen de la reaccion 2,525mL

Vh: Volumen de homogenizado aproximadamente 2.5 mL
W: peso del tejido a homogenizar. Aproximadamente 0,3 g
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Y también fueron expresados en % de incremento:

9% de incremento de GSH = % x100%

IG5+ indice de la media de grupos sulfhidrilos no proteico del tratamiento.

IG5 indice de la media de grupos sulfhidrilos no proteico del control.

3.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados y ordenados en una hoja de calculo MS-Excel
2013, por lo que fueron procesados y analizados con el paquete estadistico SPSS
v.25.0. Donde se ejecuto la prueba de Shapiro—Wilk o de normalidad, para preferir la
prueba estadisticamente adecuada. Al obtener una distribucién normal, se empleé el
analisis de varianza (ANOVA) para la comparacién de medias, teniendo en cuenta
para mas de dos muestras independientes y también la prueba post hoc T de Dunnett,
comparandose el grupo Il (control positivo) con los grupos tratados. Sin embargo, al
obtener una distribucién no normal, se empled la prueba no paramétrica Kruskal Wallis
para muestras independientes y se compard el grupo Il con los demas grupos en
tratamiento, mediante la via de correccién Bonferroni. Posteriormente se utilizd la
estadistica descriptiva como el promedio aritmético, la desviacién estandar y también
la variacién porcentual, considerandose valores de significancia de un p<0,05.

3.7 Consideraciones éticas

Las consideraciones éticas fueron las mismas consignadas mediante: “una reflexion
consciente sobre el uso y cuidado de los animales en investigacion, articulando tanto
los conceptos técnicos como los éticos, involucrando lenguajes cotidianos para el
cientifico actual como la calidad, validez y competitividad cientifica 2. Ademas, de la
Ley N° 30407, cuya finalidad es garantizar el bienestar y la proteccién de todas las
especies de animales vertebrados domésticos o silvestres mantenidos en cautiverio,
en el marco de la proteccidén de la vida, la salud de los animales y la salud publica.
Ademas, el Articulo 19: “Los centros de educacién superior y especializados, las
medidas de bienestar animal utilizados en actos de experimentacion, investigacion y
docencia, basadas en practicas de manejo, bioseguridad y bioética de acuerdo a la

especie animal” ®¥.
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IV. RESULTADOS

4.1. Niveles de lipoperoxidacion

Tras la administracion de paracetamol 300 mg/kg, en los diferentes grupos Il, Ill, IV y
V, no mostré diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Sin embargo,
existe la tendencia de un menor nivel, en los grupos V y IV que fueron tratados con
suspension de almendra a 800 mg/kg y 400 mg/kg respectivamente. Ademas, el grupo
[l report6 el méximo nivel de TBARS, en comparacion con el grupo |l.

Tabla N° 1: Niveles de lipoperoxidacion y porcentaje de inhibicién en tejido hepatico
segun grupo de tratamiento

TBARS* (¥
% Inhibicién
nmol/g
Grupo | 29,32 + 2,35 -
Grupo I 31,28 + 2,36 --
Grupo lll 31,88 + 3,91 -1,92
Grupo IV 30,57 £ 4,22 2,27
Grupo V 27,27 £ 3,68 12,82

Media = DE (n=7).
* p>0,05.

™ ANOVA p>0,05.

4.2. Perfil del GSH

Tras la administracién del paracetamol, el grupo V (suspensién almendra 800 mg/kg +
paracetamol 300 mg/kg) que reportd incremento del GSH (reducido) al compararse
con el grupo | (suero fisiolégico 10 mL/kg), presenté diferencias estadisticamente
significativa (p<0,05). Seguida de incremento del GSH con el grupo Il (suero fisiolégico
10 mL/kg + paracetamol 300 mg/kg) y el grupo Il (silimarina 70 mg/kg + paracetamol
300 mg/kg), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.
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Mientras que el indicador GSH total, se observé que tras la administracién de
paracetamol, el grupo Il reporté el mayor valor numérico, sin presentar diferencia
estadisticamente significativa, seguida del grupo lll. Reportando los menores valores
en los grupos | y V, sin presentar diferencias estadisticamente significativas.

Al determinar la relacion GSH/GSSG, el grupo V reportd el mayor cociente numérico,
al compararse con el grupo Il y |, donde presenté diferencias estadisticamente
significativas con (p<0,05) y (p<0,01), respectivamente. Sin embargo, los menores
valores fueron para el grupo | y Il, éste Gltimo grupo al ser comparado con el grupo |
presentd diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). Mientras que el grupo Il
también presentd diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) al ser comparado
con el grupo I. El grupo IV presentd diferencias estadisticamente significativas con
(p<0,01) y (p<0,05) comparado con el grupo | y V, respectivamente.

Tabla N° 2: Perfil del GSH reducido, GSH total y la relacion GSH/GSSG en tejido
hepatico segun grupo de tratamiento

GSH
Reducido* Total * Relacion ®
Incremento Incremento
mg/g mg/g GSH/GSSG
% %

Grupo| 2594 +8,14 - 43,95 + 13,96 - 1,45+ 0,10
Grupo Il 34,83 +6,13 - 53,83 + 10,11 - 1,85+0,10
Grupo lll 34,04 + 6,94 -2,27 50,80 + 12,23 -5,63 2,15 + 0,43
Grupo IV 33,36 + 7,60 -4,22 50,56 + 13,30 -6,07 2,11+0,60¢

GrupoV 36,52 + 8,82 4,85 4964+1389  -7,78  3,09+0,90 ®©

Media £ DE (n=7).

* p>0,05: ANOVA p>0,05.

* p>0,05.

P p<0,01.

@ p<0,05 contrastado con el grupo |.
®) p<0,05 contrastado con el grupo II.
©  p<0,01 contrastado con el grupo I.
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4.4. indice hepatico

El tratamiento de paracetamol 300 mg/kg en los diferentes grupos I, I, IV y V no
mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Sin embargo, existe la
tendencia de un menor indice en los grupos que fueron tratados. Ademas se observo
menores valores del indice, tanto en los grupos V y IV, que recibieron suspension de
almendra a 800 mg/kg y 400 mg/kg respectivamente, con respecto al grupo Il. En ese
sentido, el grupo Il que recibié silimarina 70 mg/kg, produjo menor indice que el grupo
V.

Tabla N° 3: indice hepatico y porcentaje de inhibicién seglin grupo de tratamiento

iNDICE HEPATICO* ™

% Inhibicién
%
Grupo | 6,21 £ 0,50 -
Grupo I 6,42 £ 0,99 --
Grupo Il 6,18 + 0,68 3,74
Grupo IV 6,31 + 0,56 1,71
Grupo V 5,54 + 0,66 13,71
Media £ DE (n=7).
* p>0,05.
™ ANOVA p>0,05.
4.4. Descripcion histologica
De acuerdo al estudio histolégico, nos presenta:
Grupo I: La citoarquitectura de los hepatocitos presentaron columnas bien

distribuidas, orientadas en relacion a la vena centrolobulillar, los hepatocitos con
nucleos bien definidos y la cromatina de posicion céntrica. La vena centrolobulillar
mostrd estructura definida y bien conformada. Los vasos sanguineos con epitelio
plano, conservados y con escasos hematies a nivel intraluminal. El espacio intersticial
conservado y dentro de los limites normales. El espacio portal de Kiev conservado,
conformado por la triada (arteria, vena y conducto biliar). Los conductos biliares

conservados y sin alteraciones del epitelio cubico.
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Grupo lI: Se evidencio necrosis de la citoarquitectura de los hepatocitos (en la zona 2)
con infiltrado de linfocitos y hematies. Present6 borramiento del nicleo y macronucleo
hepatico, con cromatina gruesa y algunos hipercromaticos. Se evidenci6 alteracion y
distorsion de la estructura de los lobulillos hepaticos. Los vasos sanguineos con
venas pletéricas aumentadas de lumen y congestivas con infiltracion de linfocitos. El
espacio intersticial disminuido y con algunas zonas de colapso. El espacio portal de
Kiev infiltrado por mononucleares y polimorfonucleares, compuesto por linfocitos. Los
conductos biliares hiperplasico y aumento del lumen con distorsion del epitelio cubico.

Grupo lll: Se evidenci6é que en algunas zonas de la citoarquitectura de los hepatocitos
present6 necrosis extensa y multifocales, con algunas microvesiculas
intracitoplasmaticas. Borramiento del nudcleo de los hepatocitos, algunos
macronucleos, binucleados e hipercromaticos. Alteracidn y distorsion de la estructura
de los lobulillos hepaticos. Los vasos sanguineos bien congestivos y pletéricos. El
espacio intersticial con leve dilatacién en algunas zonas y en otros bien disminuidos,
ademas de presentar pigmentacion amarillenta biliar. El espacio portal de Kiev
distorsionado, donde hubo infiltraciones linfocitarias y edemas. Los conductos biliares
con infiltrado de linfocitos y bien distribuidos.

Grupo IV: La citoarquitectura de los hepatocitos mostrdé un area de necrosis en 2/3 de
la muestra, presencia de fibroblastos y células viables con ciertas zonas de
regeneracion. La zona del nucleo presenté macronucleos hipercromaticos y nucléolos.
La estructura de los lobulillos hepaticos con alteracion en menos del 35% y distorsion
con necrosis en 30% de la muestra. Los vasos sanguineos con dilatacion y congestion
de la vena centrolobulillar, presencia de angiogénesis. El espacio intersticial
conservado y presencia de células de kupffer aumentada. El espacio portal de Kiev
con proliferacion de macréfagos e infiltrado linfocitario. Presencia de hiperplasia de los
conductos biliares.

Grupo V: La citoarquitectura de los hepatocitos mostré un area de necrosis en la zona
3 en un 20% de la muestra, con focos regenerativos. Presencia de binucleacion. La
estructura de los lobulillos hepaticos recuperados (regenerados). Los vasos
sanguineos con ausencia de angiogénesis. El espacio intersticial con abundantes
células de kupffer. El espacio portal de Kiev mostrd ausencia de infiltrado linfocitario,
de caracteristicas normales y sin alteraciones. Los conductos biliares unicos presentes

y ausencia de infiltrado linfocitario.
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Figura 1. Microfotografia del higado de
ratbn del grupo | Higado sin
tratamiento. Sin alteracién tisular.
Nucleos bien definidos y posicion
céntrica. Flecha: vena centrolobulillar
bien definida y conformada.

Coloracion: Hematoxilina eosina (10x).

Figura 2. Microfotografia del higado de
raton del grupo Il: Higado con
tratamiento exclusivo de paracetamol.
Necrosis de la citoarquitectura.
Respuesta inflamatoria en la triada.
Flecha: células de Kupffer.

Coloracion: Hematoxilina eosina (40x).

Figura 3. Microfotografia del higado de
raton del grupo |Ill: Higado con
tratamiento de silimarina y
paracetamol. Aumento del tamafno del
nucleo, regeneracion celular. Flechas:
regeneracion celular, binucleacién y
macronucleo hepatico.

Coloracion: Hematoxilina eosina (40x).

Figura 4. Microfotografia del higado de
ratbn del grupo IV: Higado con
tratamiento de suspension de Cucurbita
ficifolia Bouché 400 mgkg vy

paracetamol. Cuadro regenerativo
dentro del &rea de necrosis por el
paracetamol. Flechas: divisiébn de las
células hepdticas, foco regenerativo
celular.

Coloracion: Hematoxilina eosina (40x).
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Figura 5. Microfotografia del higado de
raton del grupo V: Higado con
tratamiento de suspensién de Cucurbita
ficifolia Bouché 800 mg/kg vy
paracetamol. Cuadro de regeneracion
alrededor de la zona 3 o0 vena
centrolobulillar. Flechas: foco
regenerativo de las células hepaticas y
binucleacion.

Coloracion: Hematoxilina eosina (40x).

Figura 6. Microfotografia del higado de
ratbn del grupo V: Higado con
tratamiento de suspensién de Cucurbita
ficifolia. Bouché 800 mgkg vy
paracetamol. Lesiones alrededor de la
zona 3 o0 vena centrolobulillar y
regeneracion multifocal. Flechas: lesién
y cuadro de regeneracion.

Coloracién: Tricromica de Masson

(10x).
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V. DISCUSION

El especial interés en buscar agentes protectores, sobre todo de origen natural, para el
organo visceral mas grande del cuerpo, como es el higado, fue el impulso para realizar
la presente investigaciébn. En nuestro medio, existe un numero reducido de
manuscritos de fitoterapia, debido a que el lenguaje de mayor difusion, en el territorio
peruano, fue el oral. Probablemente, las informaciones sufrieron distorsiones con el

transcurso y pasar de los siglos.

En la presente investigacion, tras la administracion via per-oral del paracetamol a una
dosis de 300 mg/kg, provocé a nivel microscopico alteracién y distorsién de los
lobulillos hepaticos, necrosis de la citoarquitectura de los hepatocitos, infiltracién de
linfocitos y hematies (Figura 2). Con respecto al indice hepatico, no mostré diferencias
significativas (Tabla N° 3). En cuanto al perfil bioquimico, report6 mayor nivel de
lipoperoxidacion, sin alcanzar a ser significativo (Tabla N° 1). Los niveles del GSH y
los niveles del GSH Total fueron altos, sin presencia de significancia, sin embargo la
relacion GSH/GSSG es menor al compararse con el grupo V, mostrando diferencias
significativas (Tabla N° 2).

Los resultados obtenidos por el grupo IlI, guardan relaciébn con la ingesta de
paracetamol a dosis elevadas, presentando lesién hepatica "® y/o insuficiencia
hepatica aguda '¥). El paracetamol se biotransforma en compuestos menos agresivos,
durante el metabolismo de fase Il en el higado. Este proceso denominado
detoxificacién hepatica se realiza por conjugacion con el &cido glucorénico, sulfato y
cisteina, para su posterior eliminacién por via urinaria. Sin embargo, en la fase |, el

farmaco se hidroxila por el complejo citocromo P450 (isoformas: CYP2E1, CYP1A2 y

CYP3A), incrementandose la solubilidad del agente téxico 187,

En condiciones de intoxicacién por paracetamol, se genera una mayor cantidad de N-

(16,17,18

acetil benzoquinonemina (NAPQI), potencialmente toxico ). Esta sustancia a su

vez produce niveles altos de especies reactivas del oxigeno (ROS), sobre todo

radicales libres, donde genera alteraciones en la estructura morfolégica del hepatocito,

15,54

con tendencia a la muerte celular programada o apoptosis >**. A nivel histolégico, se

presencid necrosis de los hepatocitos con presencia de infiltracion linfocitaria y

hematies, el cual guarda relacion con los niveles altos de lipoperoxidacion *'¢17),

Al crearse un cuadro inflamatorio activan al factor nuclear kappa B (NF-KB),

27

provocando la produccién de las citoquinas proinflamatorias ©”. La inflamacién, la

apoptosis y/o necrosis del tejido hepatico conllevan al incremento del factor de
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necrosis tumoral alfa (TNF-a) ') el factor de crecimiento transformante beta

(TGFB), éste ultimo actua como citoquinas profibrética y activando a las células
hepaticas estrelladas (HSC) ©*°. Dado que, las citoquinas proinflamatorias activan a las
células de kupffer y a su vez al reclutamiento de las células inflamatorias (neutréfilos y
monocitos), siendo éstas las responsables del incremento del TNF- a, que condicionan
la infiltracién por neutréfilos como en la necroinflamacion, activacion macrofagica @,

la apoptosis celular y desarrollando la lesién del tejido hepatico .

El NAPQI, producido por el CYP es conjugado mediante el grupo tiol (—SH)
nucleofilico, del glutation, que en condiciones de sobredosis del farmaco, los niveles

1820) Esta reaccién provoca el desbalance

de glutatién se depletan a nivel del higado
en la formacion y regeneracién del GSH, dando como resultado el estrés oxidativo 9.
Sin embargo, en nuestro estudio hallamos niveles altos de GSH y GSSG. Se ha
reportado que el estrés oxidativo genera incremento de la apoptosis celular,
reaccionando con las principales organelas, como las mitocondrias, el reticulo
endoplasmatico y el ndcleo, segun Meister, citado por Martinez en el 2006, menciona
que dentro de estas organelas, el nivel del GSH se incrementa en la apoptosis, esto

puede tener relacién con el incremento de GSH en el grupo 11 %

Similares estudios en ratones, como el de Choi y cols, en el 2013, reportan que al
inducir al cuadro de la hepatotoxicidad por acetaminofén, generé dario significativo del
6rgano hepatico, manejado a una dosis de 300 mg/kg intramuscular, dando como
resultados el incremento de los niveles ALT y AST, pero también elevado niveles del
GSH ©® que concuerdan notablemente con nuestro estudio. Bermudez y cols, en el
2014 indujo a la hepatotoxicidad empleando una dosis mayor de 600 mg/kg de
paracetamol, reportando alteraciones de la morfologia hepatica de los ratones,
expresado en el incremento de los indicadores bioquimicos en el plasma (ALT, AST,
FAL y bilirrubina total) ®”. Hilario y Mejia, en el 2016 indujeron a la toxicidad hepatica
por paracetamol con dosis de 300 mg/kg, reportando incremento del GSH, el indice
hepatico, lipoperoxidacién y disminucion del cociente GSH/GSSG, pero también la
presencia a nivel celular, reportando hepatitis toxica como producto final de la

alteracién hepatica ©®®.

Otros estudios, Huaman y cols, en el 2013 indujeron a la toxicidad hepatica en ratas
por paracetamol, con dosificacion de 400 mg/kg, reportando dafo hepatocelular,
corroborado por el incremento de los indicadores bioquimicos como los niveles de
lipoperoxidacion, bilirrubina total, bilirrubina directa y bilirrubina indirecta, mostrando
diferencias significativas '”). Caballero, en el 2014 logré inducir a la toxicidad hepatica
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en ratas por paracetamol, dosificando 400 mg/kg, reportando dano hepatico y por
consiguiente el incremento significativo de ALT, AST, bilirrubina directa, bilirrubina
indirecta y niveles de lipoperoxidacion (<0,01), con disminucidén significativa de
albumina y proteinas totales ©°.

El tratamiento con silimarina 70 mg/kg + paracetamol 300 mg/kg, se observé a nivel
histolégico extensas zonas de necrosis multifocales y en la citoarquitectura de los
hepatocitos. También se observd “borramiento” de los nlcleos de hepatocitos, pero
con presencia de algunos macronucleos e hipercromaticos, ademas se identificd
hepatocitos binucleados (Figura 3). Respecto al espacio intersticial, presentd leve
dilatacion y algunas muestras evidenciaron zonas bien disminuidas. También present6
pigmentacion amarillenta biliar. En cuanto a los niveles de lipoperoxidacion e indice
hepatico (Tabla N° 1 y Tabla N° 3, respectivamente), no presentaron diferencias
estadisticamente con el grupo Il. Sin embargo, existe incremento en la relacion

GSH/GSSG frente al grupo | y Il, siendo significativo con el primero (Tabla N° 2).

Lo reportado por el grupo Ill, guarda relacién con el efecto antioxidante de la
silimarina, ya que su metabolismo es a nivel hepatico, también es conocido como un
regenerador celular. Generalmente reduce los niveles del estrés oxidativo,
disminuyendo el desarrollo del dafio hepatico inducido por paracetamol . La
silimarina es una mezcla de al menos siete componentes, que pertenece a los
flavonoglicanos, los cuales cumplen el rol de antioxidante. Uno de los componentes es
la silibina A, el cual es efectivo como hepatoprotector, mejorando los cuadros de
inflamacién y disminuyendo los niveles de lipoperoxidacién ©?. Este flavonoglicano se
conjuga mediante su anillo aromatico con el grupo oxo, actuando como donador de

electrones, expresando de esta forma su capacidad antioxidante ©°.

Los rasgos inflamatorios observados en el grupo Il fueron menores respecto al grupo
I, esto puede estar relacionado a que la silibina A, inhibe la translocacion nuclear de
las subunidades p50, p65 y a la transcripcién del factor nuclear kappa B (NF-kB)
dependientes del TNF-a, contribuyendo a la disminucién inflamatoria, esto fue
evidenciado en la infeccién por hepatitis viral C, en cultivo de hepatoma humano #4%),
inhibiendo al interferon (IFNg), la interleucina 2 (IL-2) y éxido nitrico sintasa inducible

(iNOS) y de esta forma reduciendo el cuadro de fibrosis celular ©".

La silibina A también actia como esteroide natural y aumenta la velocidad de sintesis
del RNA ribosomal, por ello estimula la biosintesis de proteinas en el higado, lo que
implica el desempefio reparador y restaurador de los hepatocitos dafados ®. La
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silimarina aumenta la relacion GSH/GSSG, el cual es un indicador del estado redox del
organismo . Un estado redox aumentado esta relacionado con la diferenciacion y

proliferacién celular °

, el cual puede estar expresado por la presencia de los
hepatocitos binucleados. Estas caracteristicas probablemente estén asociadas a los
niveles altos de la relacion GSH/GSSG y a los hepatocitos binucleados, promoviendo

asi la regeneracién hepatocelular.

Los hallazgos encontrados en el grupo Ill, han sido reportados en estudios similares
por Huaman y cols, en el 2013, que administraron silimarina a una dosificacién de 300
mg/kg en ratas, logro la inhibicion de los niveles de TBARS en tejido hepatico y suero
(p<0,01) " Hilario y Mejia, en el 2016, administraron silimarina 70 mg/kg de dosis,
reportando disminucién de los niveles de TBARS vy glutation total, sin embargo existe
un incremento del GSH, del indice hepatico y la relacién GSH/GSSG ©®. Arnao y cols,
en el 2012, administraron silimarina en ratas, por lo que dosificaron 50 mg/kg, al
evaluar el efecto hepatoprotector en muestras de suero y hematies, donde reportaron
su efecto antioxidante expresado en la relacion superdxido dismutasa y catalasa
(SOD/CAT) que fueron similares a sus grupos controles '®. Sin embargo, en otros
estudios similares, suministraron silimarina a 25 mg/kg en ratas, donde report6é

incremento del tejido hepatico comparado con el grupo | 3.

Los grupos IV y V, que recibieron suspensién de almendras de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca) mas paracetamol, se observaron a nivel histolégico un 67%
del area con necrosis (grupo V), con visualizacion de fibroblastos y células viables con
zonas de regeneracion. También se evidencid la presencia de macronucleos
hipercromaticos y visualizacién del nucléolo. La estructura de los lobulillos hepaticos
presenté una alteracién, menor al 35%, siendo algunos multifocal, con presencia de
las células de Kupffer. Mientras que en el grupo V, la evidencia histolégica muestra
area de necrosis en la zona 3, aproximadamente en un 20%, con focos regenerativos,
ademas se observO presencia de binucleacion. Las muestras presentaron
recuperacion de los lobulillos hepaticos. En el espacio intersticial se observé
abundantes células de kupffer, el espacio portal de Kiev fue normal, al igual que los
conductos biliares. Los hallazgos del indice hepatico y de lipoperoxidacion,
presentaron menores niveles que el grupo Il. La relacion GSH/GSSG en ambos grupos
fue mayor que el grupo Il, siendo significativo solo con el grupo V (Tabla 2).

Las semillas de la Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca) contienen acidos
grasos como el &cido oleico y acido palmitico *® e importantes cantidades de acidos
grasos insaturados (AGI) “", como son el 4cido linoléico, el araquidico, donde un
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estudio de cuatro variedades de semillas de Cucurbita, reporta el predominio del acido

42,43

linoléico “?*¥ y otro estudio menciona que existe en menor medida el &cido a-

40,39

linolénico ©®**3. También contiene fitoesteroles y escualeno “*3%, ademéas cuenta con

aminodcidos, como el triptéfano ©?, la metionina, treonina, lisina y arginina, como lo

(64

menciona Martinez ©¥. Otros estudios reportan el contenido de algunos minerales

como el calcio, fosforo, hierro, zinc, sodio, potasio, magnesio, manganeso y selenio

(3637.3839) " ademas de la presencia de algunas vitaminas como la Tiamina (B1),

65,66

Riboflavina (B2) y otras como la C y E, mencionadas por Lira en 1999 ©%) y |as

vitaminas D y K, por Casio en el 2000 “?.

El contenido de estos aceites de las semillas de las Cucurbitas, pueden generar
cambios fisioldégicos de ciertas enzimas, como la glutation peroxidasa (GSH px),
catalasa y superoxido dismutasa, que probablemente se le asocia a su potente

®7 En ese marco, nuestro estudio corroboraria

actividad de eliminar radicales libres
las tendencias de niveles bajos de lipoperoxidacion y los niveles altos del GSH de los
grupos tratamientos 1V y V, contrarrestando la previa induccion del dafo hepatico con

paracetamol, que generd radicales libres como en el grupo II.

La presencia de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en las almendras de las semillas

39,43 42,43

de las Cucdrbitas, tales como el acido a-linolénico ®**¥ y el 4cido linoléico “>*¥, que
son productoras de prostaglandinas de la serie 3 (PG3) y prostaglandinas de la serie 1
(PG1), respectivamente. Estos a su vez poseen capacidad antiinflamatoria,
vasodilatadora y pueden actuar como antiagregante plaquetario, reduciendo asi el

cuadro inflamatorio de algunas enfermedades “*.

A partir del acido a-linolénico
(omega 3) se originan las resolvinas, que controlan las respuestas inflamatorias
alteradas mediante la regulacion de leucocitos y estimulando la fagocitosis de

neutréfilos apoptéticos 7

, en tal sentido, esto podria estar relacionado con los
resultados de nuestro grupo V, donde reportamos un menor nivel del indice hepatico y

bajos niveles de lipoperoxidacion.

4038) tienen la estructura

Los fitoesteroles que poseen las semillas de las Cucdrbitas |
muy similar al colesterol, sus propiedades se asocian a reducir los niveles de
colesterol sanguineo, a reducir el riesgo de padecer algun tipo de cancer y a mejorar la
respuesta inmune “?). Estos aceites poseen capacidad antiinflamatoria, en estudios
relacionados con la hipertrofia benigna prostatica (HBP) ®®. Fruhwirth y cols, en el
2007 reportan su efecto antioxidante, se cree que esta relacionado con la prevencion
de dafios severos a la membrana celular, por efecto de los radicales libres ©”. Otro

componente del aceite de las semillas, es el escualeno “?, se cree que exhibe su
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efecto antioxidante favoreciendo a los acidos grasos insaturados, al proteger las
membranas lipidicas contra el dafio de los radicales libres, es decir, este efecto

inhibidor sobre la lipoperoxidacién es catalizada por las lipooxigenasas 7.

18)

Los flavonoides "®, entre ellos la quercetina, presente en el género de la cucurbita,

disminuye los efectos dafinos de los radicales libres (RL), evitando que se produzca

dafios a nivel celular dentro del organismo

, ademas evita que ocurra la
peroxidacion lipidica. También atenla el proceso de fibrinogénesis a nivel hepatico e
induce al proceso de produccién de GSH, elevando los niveles “?. En otro estudio,
mencionan que la quercetina inhibe la NADPH del sistema citocromo P450 en
microsomas hepaticos, de modo que impide a los xenobidticos que logren formar
radicales libres (RL) ©®”. Los flavonoides neutralizan el oxigeno reactivo (aniones
superéxido, radicales hidroxilo e hidroperdxidos), bloqueando su accién de dichas
sustancias sobre las células. Ademas, inhiben a las monooxigenasas dependientes del
citocromo P450, regulando el papel de la activacién de carcinégenos “°.

Gemrot y cols, manifiestan que las semillas de la Cucurbita pepo (calabaza), contienen
vitaminas como el y-tocoferol, el cual es un antioxidante “"). En otro estudio, se report6

| 888 al representar a la

la presencia de gran aporte de la a-tocoferol y y-tocofero
vitamina E como el antioxidante mas eficiente de naturaleza lipidica y puede estar
asociado como protector de cancer ©®. La vitamina E se unirfan a los radicales libres
para evitar la oxidacién de las membranas celulares ©”. El a-tocoferol, implicado en
las actividades enzimaticas y de algunas moléculas participantes de la sefnalizacién
celular y la expresiéon génica, tanto en la inhibicién de la activacion de la Fosfolipasa A,
del citosol y de la ciclooxigenasa 1, logrando estimular la libertad de las prostaciclinas,
de modo que se inhibiria la lipoperoxidacion . En el estudio de Eraslan y cols,
sugieren que los compuestos preventivos del dafio en diversos érganos (higado, rifidn,
bazo, etc.) giran en torno a los compuestos como la vitamina E, B-caroteno y otros
compuestos (fenoles, esteroles), que existen en el aceite de semillas de la Cucurbita

pepo 7.

El contenido del aceite de semillas de la Cucurbita contiene [-caroteno, cuya
capacidad actia a nivel enzimatico, al interrumpir la actividad de lipoperoxidacion
producto de la accién de aflotoxinas, en un modelo experimental en 48 ratones. La
vitamina A, se unirian a los radicales libres, evitando asi la oxidacién de los acidos
grasos, propio de las membranas celulares ®”- En cierta medida, el B-caroteno es el

(70)

precursor de retinol, que tiende a formarse mas rapido debido a su anillo B-ionona ™.

Ademas, el aceite de semillas de la Cucurbita cuentan con carotenoides xantéfilos,
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36,68)

como la luteina y la zeaxantina ®®%® asociado al bloqueo de los radicales libres,

productos del estrés oxidativo a nivel macular "

Los minerales de las semillas de las Cucurbitas, estdn comprometidos con la
produccién endégena de antioxidantes ?®. El Selenio, es el mineral mas importante en
la actividad antioxidante, ya que mediante el seleno-proteinas produce el incremento
de los niveles de glutatién, al reintegrarse a la glutatiéon peroxidasa (GSH px). Previene
la necrosis hepética, optimiza la respuesta inmune celular y humoral a través de los
fenémenos de fagocitosis . En efecto, nuestros resultados de los grupos tratados
con suspension de almendras de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza blanca) guardan
relacion con lo antes descrito.

Los grupos tratados con la suspension, indican mejorias en la estructura histolégica,
teniendo en cuenta su efecto antiinflamatorio y hepatoprotector en las células HepG2
(") de modo que se comprueba su efecto en la regeneracién del tejido hepatico. La
visualizacién a nivel microscopico resalta focos regenerativos en mayor proporcion en
el grupo V y la prevalencia de hepatocitos con signos de regeneracion (Figura 5),
donde reportamos la presencia de hepatocitos binucleados.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

v' El consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza
blanca) presenta signos de regeneracién hepatocelular a nivel histoldgico,
siendo de mayor intensidad a una dosis de 800 mg/kg, frente al dafo hepatico
por paracetamol.

v" El consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia Bouché (calabaza
blanca) presenta efecto protector en los indicadores bioquimicos (GSH, GSH
total, GSH/ GSSG, TBARS) al dafio hepéatico frente al paracetamol.

v' Se evidencia que el consumo de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca) presenta efecto hepatoprotector frente a la toxicidad

por paracetamol en ratones.
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6.2. Recomendaciones

v' Determinar y evaluar la actividad enzimatica de transaminasas: como la
Aspartato aminotransferasa (AST), Alanina aminotransferasa (ALT), para
evaluar la funcion hepatica y ampliar la metodologia de los indicadores
bioquimicos.

v' Evaluar y cuantificar la actividad enzimatica de la Superéxido dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT) y la Glutation peroxidasa (GPx) para ampliar la metodologia de
los indicadores bioquimicos.

v Ejecutar pruebas sobre DPPH de la almendra de semillas de Cucurbita ficifolia
Bouché (calabaza blanca), para determinar la capacidad antioxidante.

v' Ejecutar pruebas in vitro del higado, para el estudio del dafo hepatico

inducidos por farmacos a largo plazo.
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