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RESUMEN

Introduccidén: Las enfermedades hepaticas repercuten negativamente en la salud
publica y lideran entre las causas de mortalidad a nivel mundial. El incremento de
obesidad y sedentarismo se relacionan con el aumento de estas enfermedades;
paralelamente, farmacos como el paracetamol, danan el higado por sobredosis
pudiendo ser letales. Consumo de alimentos funcionales con antioxidantes podria
coadyuvar al ftratamiento de hepatopatias. Objetivo: determinar el efecto
hepatoprotector del zumo del fruto Solanum betaceum “Sachatomate” (var. rojo
purpura) en ratones intoxicados con paracetamol. Materiales y métodos: Disefno
Experimental puro, con posprueba y grupo control. 35 ratones macho albinos Mus
musculus, cepa Balb/c de dos meses de edad, fueron distribuidos aleatoriamente en
cinco grupos (n=7). Zumo del fruto se obtuvo con extractor casero. La intervencién
duré 10 dias, via peroral: grupos | y I, suero fisiolégico 10 mL/kg; grupo Ill, Silimarina
70 mg/kg; grupos IV y V, zumo del fruto 5 y 10 mL/kg, respectivamente. Del sexto al
décimo dia, grupos Il al V recibieron paracetamol 300 mg/kg. Principales medidas de
resultados: marcadores morfolégicos: indice hepatico y descripcion histopatolégica;
marcadores bioquimicos: lipoperoxidacion, GSH y relacién GSH/GSSG. Resultados:
zumo a dosis 10 mL/kg incrementd GSH y GSH/GSSG (p<0.05). Histolégicamente,
grupos IV y V presentan zonas de regeneracion proporcional a la dosis, siendo casi
total con dosis mayor. Conclusion: bajo las condiciones experimentales del presente
estudio, el consumo del zumo del fruto Solanum betaceum presenta efecto
hepatoprotector frente a toxicidad del paracetamol en ratones, siendo la dosis de 10
mL/kg de zumo, la que presenté mejor efecto.

Palabras clave: Hepatoprotector, Solanum betaceum, sachatomate, paracetamol,
estrés oxidativo, antioxidante, GSH/GSSG.



ABSTRACT

Introduction: Liver diseases have a negative impact on public health and are one of
the leading causes of mortality worldwide. The increase of obesity and sedentary
lifestyle have been related with the develop of this kind of diseases, parallel, drugs
such as paracetamol, damage the liver by overdose and can be fatal. Consumption of
functional foods with antioxidants could contribute to the treatment of this pathologies.
Objective: To determine the hepatoprotective effect of Solanum betaceum fruit juice
(sachatomate var. purple red) on paracetamol toxicity in mice. Materials and
Methods: Pure experimental design, with post- test and control group. 35 albino mice
Mus musculus, cepa Balb/c, two-month-old were randomly distributed in five groups
(n=7). Fruit juice was obtained with a home extractor. Intervention was carried out for
10 days, orally: groups | and Il physiological saline (NaCl 0.9%), group Il silymarin 70
mg/kg, group IV and V, fruit juice 5 and 10 mL/kg, respectively. Paracetamol at 300
mg/kg (groups Il - V) was administered from sixth to the tenth day. Main results
measure: morphological markers: liver index and histopathological description,
biochemicals markers: lipoperoxidation, reduced GSH and GSH/GSSG ratio. Results:
juce at a 10 mL dose increased reduced GSH and GSH/GSSG (p<0.05).
Histologically, groups 1V and V show regeneration areas dose dependent, being almost
total with the higher dose. Conclusion: Under experimental conditions of the present
study, consumption of Solanum betaceum fruit juice exerts a hepatoprotective effect
against paracetamol toxicity in mice, being dose of 10 mL/kg, who shows a better
effect.

Key words: Hepatoprotective, Solanum betaceum, sachatomate, paracetamol,
oxidative stress, antioxidant, GSH/GSSG.
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INTRODUCCION

Las enfermedades en general afectan negativamente al individuo,
familia, sociedad y a las poblaciones aquejadas por estas. Se ha visto
que sus principales efectos se manifiestan a nivel econémico y politico,
con reduccién de la productividad e inestabilidad politica (1). Las
repercusiones econdmicas se traducen en mayor gasto para el estado y
las familias, proporcional al estadio y a las complicaciones ocasionadas

por una atencién tardia de la enfermedad (2).

Las enfermedades hepaticas constituyen uno de los principales
problemas de salud en el mundo, causando cerca de dos millones de
muertes anualmente (3). Algunas enfermedades hepaticas, como
hepatitis viral y aquellas relacionadas con enfermedad de higado graso
no alcohédlica (EHGNA) son altamente prevalentes en la poblacién; y
otras, como cirrosis, carcinoma hepatocelular (CHC) o hepatitis
fulminante, son extremadamente mortiferas (1). En la actualidad, ante la
creciente epidemia de obesidad, los casos de las enfermedades
hepaticas se han incrementado sustancialmente (4,5).

En Latinoamérica estas patologias manifiestan una alta prevalencia,
situacién similar a la del resto del mundo (6). En 2018, se reportd en EE.
UU., que las muertes por enfermedades cronicas del higado y cirrosis
ocuparon el undécimo lugar del total de muertes, asi como la quinta y
sexta causa de muerte entre los grupos de edad de 45-64 afos y 25-44
anos, respectivamente, ademas se observd que estas causas ocuparon

el séptimo lugar en la poblacion hispana residente en dicho pais (7).

En nuestro pais, las enfermedades que afectan al higado conllevan una
significativa carga de enfermedad al sistema de salud, reflejado en una
alta demanda de atencion de enfermedades hepaticas, principalmente
de cirrosis en estadio avanzado, asociado a estancia prolongada,



complicaciones y elevada mortalidad intrahospitalaria, ademas de
presentar altas tasas de retorno hospitalario (8).

Segun datos estadisticos las hepatopatias pasaron de ocupar el décimo
lugar de mortalidad en 1986 a ubicarse en el quinto lugar en el 2015 (9),
siendo un dato alarmante ya que los factores que predisponen a las
hepatopatias como el sobrepeso, obesidad, alto consumo de alcohol y
automedicacion, son caracteristicos en la poblacién y van en constante

aumento.

Asimismo, entre los anos 2010 y 2015, dentro del diverso grupo de
enfermedades digestivas no neoplasicas, se observé que las tasas de
mortalidad estandarizada mas altas correspondieron al grupo de las
enfermedades hepaticas, siendo la fibrosis y cirrosis del higado, las
principales causas de mortalidad seguido por la enfermedad alcohdlica
del higado (9).

El higado es un 6rgano que cumple una funcion fundamental en la
homeostasis del cuerpo humano, juega un papel vital al presentar
multiplicidad funcional metabdlica, digestiva, hemostatica, inmunolégica
y de reserva (10). Posee doble suministro de sangre que va desde la
vena porta (75%) y la arteria hepatica (25%), con un flujo sanguineo de
alrededor de 1.5 L/min (11), caracteristica que lo hace un 6rgano unico.

El higado posee una estructura tridimensional compleja formada por
elementos epiteliales y mesenquimales que se organizan en unidades
microscopicas repetitivas. Su estructura podria ser explicada en base a
dos conceptos: acino y lébulo. El acino es la unidad que contiene el
espacio porta en el centro, y en la periferia vénulas hepaticas terminales.
Se considera la unidad funcional mas pequefia y consta de tres zonas: |,
[y Il (12).



La zona | o region periportal de los hepatocitos, es la mas perfundida y la
primera en regenerarse debido a su proximidad a la sangre y nutrientes
oxigenados ademas juega un papel clave en el metabolismo oxidativo.
La zona Il, denominada region pericentral, estd ubicada entre las zonas |
y lll. La zona Il tiene la perfusidn mas baja por estar mas alejada de la
triada portal, y juega un papel fundamental en la desintoxicacion de
compuestos, biotransformacion de farmacos, etc. (12).

El higado es responsable de la sintesis y biotransformacion de
proteinas, lipidos e hidratos de carbono, asi como del metabolismo de
farmacos y toxinas (13). No obstante, el higado puede dafarse
gravemente por un exceso de ciertas sustancias o particulas; entre estas

tenemos al alcohol, farmacos, virus, entre otros.

Este 6rgano ademas posee funciones inmunoldgicas al contar con el
sistema hepatico fagocitico, donde destacan las células de Kupffer, las
cuales representan del 80 a 90 % de la poblacion macrofagica fija del
organismo, con capacidad de fagocitar agentes infecciosos que hayan

ingresado por via intestinal; asi como a células tumorales (10).

Una de las principales vias del higado para el metabolismo y
desintoxicacibn de xenobi6ticos es la biotransformacion. Los
compuestos pasan de tener una forma lipofilica a otra hidrofilica al darse
2 reacciones: fase | y fase Il; llevadas a cabo mayormente en el reticulo
endoplasmico liso de los hepatocitos. En la fase | actua la familia de
enzimas citocromo P450, formandose un compuesto hidréfilo, el cual
reaccionarad con enzimas de la fase Il, dando como resultado la
formacién de metabolitos hidrofilos que seran excretados por sangre o
bilis (14).

La enfermedad hepatica se produce cuando ocurre una alteracién en su
funcionamiento. Por lo general, mas del 75% o tres cuartos del tejido
hepatico deben verse afectados antes de que ocurra una disminucion de



la funcién. Este tipo de enfermedad puede clasificarse en dos

categorias segun el dano producido: necrosis celular y colestasis (15).

Dentro de las principales causas que origina la necrosis celular
encontramos a los cuadros agudos y crénicos; las hepatitis virales,
toxicas, alcohdlicas e isquémica corresponden al cuadro agudo, mientras
que la cirrosis, hepatitis crénica y autoinmune pertenecen al cuadro
cronico. En este tipo de casos hay un marcado incremento de las
aminotransferasas, disminucion de albumina e incremento de las

globulinas (15).

En la colestasis hay un flujo biliar disminuido o ausente, y las causas que
la propician pueden ser de dos tipos: intrahepatica y extrahepatica; la
primera se subdivide en difusa y focal; la intoxicacion medicamentosa y
la cirrosis biliar primaria vienen a estar dentro de la colestasis difusa,
mientras que el tumor metastasico, granuloma y la colelitiasis
intrahepatica vendrian a pertenecer al tipo focal. Las causas
extrahepaticas comprenden a los calculos y tumores (15).

La respuesta que tiene el higado, frente a una lesion crénica ocasionada
por diversas agresiones, se denomina fibrosis; que consiste en la
formacién de una cantidad anormalmente grande de tejido cicatricial.
Ocurre al intentar reparar y reemplazar las células ante un dano repetido
y continuo, ya sea por agentes de origen viral o no viral como drogas,
alcohol, enfermedades autoinmunes, etc.(16). Ademas es, un factor
prondstico importante, ya que la cantidad de fibrosis esta relacionada al
riesgo de padecer cirrosis y tener complicaciones segun el tipo de
enfermedad hepatica (17).

La cirrosis es consecuencia de la lesién hepatica progresiva y se
manifiesta generalmente en etapa terminal. Se caracteriza por aparicion
de fibrosis tisular y la conversion de la arquitectura hepatica normal en
nédulos estructuralmente anormales. Las principales causas son las

infecciones crénicas por el virus de la hepatitis C no resueltas a tiempo



y, el consumo excesivo y cronico de alcohol (18). La capacidad
disminuida para producir proteinas y desintoxicar sustancias conlleva al
desarrollo de hipertension portal, hiperestronismo e hipoalbuminemia
(19).

Los sujetos con cirrosis a menudo tienen desnutricidbn proteico-
energética y actividad fisica deficiente, condiciones que conllevan a la
sarcopenia, la cual es la pérdida del volumen del musculo esquelético y
aumento de la debilidad muscular. Tanto la desnutricion como la
sarcopenia son factores predictivos para una peor supervivencia en
pacientes con cirrosis (20). En tanto, la mejoria del estado nutricional
impacta favorablemente en el estado del paciente y en su prondstico,
convirtiendose el aspecto nutricional en el factor modificable en las
enfermedades hepaticas avanzadas (21).

Dentro de los compuestos que pueden enfermar y ocasionar un dafo
letal al higado tenemos al paracetamol, principal analgésico y antipirético
de uso clinico y domiciliario; al ser de libre comercializacion, alta
efectividad y bajo costo, es uno de los principales agentes causantes de
sobredosis accidentales e intencionales (22). La FDA en Estados Unidos
determind que la dosis segura maxima diaria seria 4 gramos en 24 horas

para adultos (23).

Ha ocasionado méas episodios de falla hepatica aguda en EE.UU. y el
Reino Unido comparado a otras etiologias (24). Su incidencia viene en
aumento, en EE.UU. y Europa ocurren mas de 30 000 hospitalizaciones
anuales atribuidas a su intoxicacion (25). La Asociacion Americana de
Centros de Control de Intoxicaciones reporté en los Estados Unidos, 879
muertes por sobredosis de paracetamol en el 2011, mientras que, en el
2016, las muertes a causa de suicidio, se ubicaron en el quinto lugar con
343 fallecidos, teniendo como causa la ingesta de paracetamol (26).

En nuestro pais no hay documentacién sobre los casos de intoxicacion
por paracetamol, pero la probabilidad es alta considerando que la

automedicacion es una practica comun y el paracetamol es uno de los



farmacos mas comprados sin receta por lo poblacién tal como se
observd en distritos de Lima Metropolitana (27) y en algunas provincias
del pais (28).

La intoxicacion por acetaminofén es dosis dependiente. La molécula no
produce hepatotoxicidad por si misma, sino los compuestos activos
derivados de su metabolizacién (25). Dicho farmaco se conjuga con
acido glucuroénico (60%), acido sulfurico (35%) o cisteina (3%); una
pequena proporcion del farmaco es hidroxilado por isoenzimas del
citocromo P450 (principalmente por CYP2E1), formandose N-acetil-p-
benzoquinoneimina (NAPQI), metabolito altamente toxico, que en
condiciones normales es depurado por conjugacién con glutation (GSH)

y otros grupos sulfhidrilos (29).

Existe un mecanismo patolégico que da inicio y conlleva
progresivamente al dano hepatico, denominado estrés oxidativo. Un
higado sano produce cantidades bajas de especies reactivas de oxigeno
(ERQOS), principalmente superdxido y peroxido de hidrégeno (30). El
gran numero de mitocondrias y su capacidad para filtrar electrones del
complejo | y lll de la cadena de transporte de electrones las convierte en
la fuente intracelular mas importante de EROS, cuya formacioén en
exceso es peligrosa para las células debido a la presencia de acidos
grasos poliinsaturados (AGP) en las membranas, al nUmero sustancial
de grupos proteicos sulfhidrilo desprotegidos y bases de ADN (31).

Ante un desbalance oxidativo, las células desarrollan sofisticados
sistemas de defensa enzimatica tales como la expresion de superdxido
dismutasas (SOD), glutation peroxidasas, catalasa, tiorredoxinas (Trx) y
peroxirredoxinas (Prx). Ademads, las células hepaticas contienen
concentraciones de glutation en todos los compartimentos celulares, asi
como antioxidantes que rompen la cadena de radicales (vitamina E) en
las membranas celulares y mantienen el hierro redox activo
estrechamente unido a las proteinas de almacenamiento o transporte
(32)



Gracias a este sistema de defensa multicapa contra EROS, las células
del higado y especialmente los hepatocitos, tienen una capacidad
sustancial para metabolizar y desintoxicar de manera efectiva las EROS
y reparar el daio oxidante. En condiciones in vivo, eventos catastroficos
por radicales libres como la lipoperoxidacion, muy raras veces ocasionan
muerte celular, sin embargo, las EROS generalmente alteran la
homeostasis celular y, si no son contrarrestados de manera eficaz y

efectiva, podrian conducir a muerte celular (33).

Es probable que los antioxidantes jueguen un papel regulador en
muchos procesos fisioldgicos, por lo que el mantenimiento del equilibrio
redox entre antioxidantes y prooxidantes en la dieta, asi como en el
tracto gastrointestinal, plasma y tejidos; son determinantes para nuestro
estado de salud. Esto explicaria los efectos benéficos de una dieta
balanceada rica en frutas y verduras como fuente importante de dichos
fitoquimicos, los cuales mejoran la respuesta de nuestro organismo

frente al estrés (34).

Se ha demostrado que un aumento en la capacidad antioxidante total de
la dieta definida por el cuestionario de frecuencia alimentaria se
correlaciona con una evaluacion histolégica hepéatica mas baja de la
inflamacion hepatocelular relacionada con esteatohepatitis no alcohdlica.
Lo cual avalaria el rol de una dieta rica en antioxidantes como medida de

prevencion o tratamiento para ciertas patologias hepéticas (35).

Muchas de las plantas consumidas por humanos y animales contienen
miles de compuestos fendlicos, dentro de los cuales destaca la
silimarina, que ha sido ampliamente estudiada y consumida. El cardo
mariano, Silybum marianum, es una flor utilizada durante miles de afos
con fines médicos. De esta planta, predominan tres isémeros
bioquimicos del tipo flavonolignanos: silicristina, silidianina y silibina, que

en conjunto se denomina silimarina (36), la cual ha recibido una enorme



atencion como un remedio herbal para el tratamiento del higado,
asociado al efecto antioxidante de sus fitoquimicos presentes (37).

Los beneficios otorgados por ciertos componentes de los alimentos se
asocian al de concepto de alimentos funcionales, los cuales son aquellos
que afectan positivamente a una o varias funciones del organismo,
yendo mas alla de los efectos nutricionales, de manera que son
necesarios tanto para mejorar la salud y bienestar, asi como para reducir
factores de riesgo asociados a enfermedades. Los compuestos
antioxidantes estan considerados dentro del listado de ingredientes
funcionales (38).

El sachatomate, fruto usado en el presente estudio, podria ser
considerado un alimento funcional debido a sus caracteristicas vy
componentes, ademas sus efectos protectores para la salud han venido
siendo investigados; asimismo dentro de la creencia popular también se
le atribuye beneficios para la salud, tal como refiere Hilgert en el 2001,
donde una comunidad argentina usaba las raices hervidas de esta fruta
para tratar los trastornos hepaticos (39).

El tamarillo, también conocido como sachatomate o tomate de arbol
(Solanum betaceum, anteriormente conocido como Cyphomandra
betacea.), es una especie de arbol o arbusto perenne de floracién
pequefna (de 1.5 -3 m de altura), perteneciente a la familia de plantas

Solanacea, género Solanum (40).

Los frutos de sachatomate son bayas aromaticas de forma ovoide que
miden alrededor de 5 a 7cm de largo y 3 a 5cm de ancho y un peso
promedio de 50 gramos. Estan recubiertos de céscara gruesa, lisa y
brillosa, con sabor amargo, de color purpura, rojo, naranja o amarillo
segun variedad. El mesocarpio (parte comestible), es firme, suave,
zumoso, agridulce y presenta tonos amarillos, anaranjados o rojizos. En

el centro, se encuentran alrededor de 200 a 400 pequefias semillas



comestibles, planas y circulares, que son rodeadas de pulpa de
consistencia mas suave (40).

Este fruto exdtico es oriundo de la ladera oriental de los andes de
Colombia, Peru, Chile, Ecuador y Bolivia. En tanto, Nueva Zelanda,
Colombia, Australia y EE. UU. son los principales paises que cultivan
comercialmente el sachatomate (41,42). En América Latina, el
sachatomate es cultivado de forma marginal en Peru, Chile, Bolivia,
Argentina, Brasil, Venezuela, Costa Rica, Guatemala, Jamaica, Puerto
Rico y Haiti; a diferencia de Colombia o Ecuador, quienes son los
mayores productores (43).

Es de facil utilizacién ya que sus semillas son comestibles, la cascara se
quita facilmente en agua hervida; ademas, resulta muy provechosa su
versatilidad para uso culinario, ya sea en jugo o bebida refrescante,
licuada en agua o leche, para las ensaladas de frutas, helados, jaleas,
mermeladas, compota, chutneys, curry u otros (44,45). También,
pueden usarse en cualquier comida de la misma manera que los
tomates: escalfados, fritos, a la plancha, al horno, anadidos a guisos Se
recomienda no consumirlo directamente como fruta, ya que la cascara

produce escozor en los labios (44,46).

Las caracteristicas nutricionales de los tamarillos amarillo y rojo purpura
son similares, aunque existen diferencias significativas con respecto al
contenido de fitoquimicos como las antocianinas, que es mas alto en los
cultivares rojo purpura (47). Los sachatomates son bajos en grasas y
carbohidratos, aportan fibra dietaria, minerales (potasio, sodio, fésforo,
magnesio, calcio, cobre, hierro y zinc), vitaminas (acido ascérbico, B-
caroteno, vitamina B6 y a-tocoferol), proteinas, azucares solubles
(glucosa, fructuosa y sacarosa), acidos organicos (acido malico y citrico,
etc.), entre otros (44,48,49).

Se han realizado diversos estudios para evaluar la composicién quimica

y la capacidad antioxidante del Solanum betaceum (50-52),



determinandose que posee gran capacidad antioxidante in vitro asociado
a la presencia de compuestos fendlicos, entre los que destacan ciertos
acidos fendlicos y flavonoides como las antocianinas (delfinidina,
cianidina y glucésidos pelargonidina) y derivados del acido
hidroxicinamico (53,54); estos ultimos poseen propiedades antioxidantes
y ejercerian efectos protectores para la salud humana (55).

Un estudio en Malasia determiné la actividad antioxidante y el contenido
fitoquimico tanto de la pulpa como la cascara, ésta ultima presentd
mayor actividad antioxidante para ensayos de Potencial Reductor Férrico
(PRF) y Capacidad de Atrapamiento del Catién-Radical (CACR),
mientras que la pulpa mayor capacidad antioxidante con ensayo DPPH
(radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo). El contenido fendlico total y de
flavonoides fue mayor en la cascara, mientras que las antocianinas
totales y contenido de carotenoides fueron mayores en la pulpa de la
fruta (51).

No hay estudios previos sobre proteccion del sachatomate frente a dafo
por paracetamol en animales, pero si de otros frutos de la misma familia.
La suministraciéon de paracetamol (250 mg/kg) mas el extracto acuoso
de Solanum fastigiatum (200 mg/kg) en ratones incrementd
significativamente el GSH reducido comparado con el grupo paracetamol
(56), lo que evidencié un efecto antioxidante de los compuestos fendlicos
y flavonoides presentes. Gran cantidad de estos compuestos han sido

identificados en el fruto Solanum betaceum.

Ante el incremento marcado de la prevalencia de enfermedades cronicas
no transmisibles; es necesario crear una cultura de prevencién orientada
al consumo de alimentos funcionales, los cuales ademas del aporte
nutricional participan en la reduccion del riesgo de desarrollar
enfermedades crénico-degenerativas (57), y suponen un menor costo a
comparacion de los farmacos utilizados para tratar dichas
enfermedades.



. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis:

El zumo del fruto Solanum betaceum (sachatomate variedad rojo
purpura) ejerce efecto hepatoprotector frente al dafo inducido por

paracetamol en ratones.

2.2 Objetivos:

Objetivo general:

* Evaluar el efecto hepatoprotector del zumo del fruto Solanum betaceum
(sachatomate variedad rojo purpura) frente al dafo inducido por

paracetamol en ratones.

Objetivos especificos:

« Determinar el efecto del zumo del fruto Solanum betaceum
(sachatomate variedad rojo purpura) sobre los marcadores
bioquimicos en tejido hepatico frente al dafo inducido por

paracetamol en ratones.

* Determinar el efecto del zumo del fruto Solanum betaceum
(sachatomate variedad rojo purpura) sobre la morfologia del tejido
hepatico frente al dano inducido por paracetamol en ratones.

1.  METODOLOGIA

3.1 Disefno de Investigacion:

Experimental puro, con pos prueba y grupo control; segun Hernandez
Sampieri, 2014 (58).



3.2

3.2.1

3.2.2.

Materiales:

.Material biologico:

Fruto de Solanum betaceum (sachatomate variedad rojo purpura).
Ratones albinos de laboratorio (Mus musculus) cepa
Balb/c/CNPB.

Equipos e instrumentos:

Homogenizador marca: Ultra —Turrax; modelo: IKA-T10BASIC
Centrifuga marca: GREETMED; modelo: GTT119-300
Espectrofotémetro marca: GREETMED; modelo: NV203
Balanza analitica modelo: RADWG®; modelo: WTB20021
mariaBafo Maria marca: AVALIER; modelo: VL-32

Estufa marca: Unic's®

Extractor Oster - modelo: 3157

. Reactivos y farmacos:

Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA), marca Titriplex®

Acido 2- tiobarbittrico (TBA), marca Merck

Acido Tricloroacético (TCA), marca Scharlau

5,5’ - dithio - bis (2-nitrobenzoicoacido) 3 — carboxyl — 4 nitrophenil
disulfide (DTNB) Ellman’s Reagent, marca Sigma®

Acido glioxilico, marca Merck

Acido ascérbico, marca Loba Chemie

Paracetamol (SIGMA-ALDRIS)

Silimarina Genfar® 150 mg

Trizma® base, Sigma



3.3 Definicién y operacionalizacion de variables

3.3.1 Variable independiente: Zumo de fruta de Solanum betaceum
(ZFSB) (sachatomate variedad rojo purpura): Se entiende al liquido sin
fermentar, pero fermentable, que se obtiene por procedimiento
mecanico de la parte comestible de frutas en buen estado,
debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en

buen estado por procedimientos adecuados (59).

3.3.2 Variable dependiente: Efecto hepatoprotector, es la proteccion del
higado frente a la variacion de las defensas antirradicalarios del

organismo por efectos nocivos de xenobioticos (60).



3.3.3 Operacionalizacion de variables

DEFINICION PUNTOS ESCALA DE
VARIABLES CONGEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES DE CORTE MEDICION
Liquido sin
fermentar, pero
fermentable, que se
obtiene por
V. Independiente Fr:gc:éegilgzrzola arte
Zumo del fruto . P - 10 mL /kg
comestible de frutos
Solanum o
en buen estado, Cualitativa
betaceum . - Volumen del zumo .
debidamente ordinal
(sachatomate * S5mlkg
. . maduras y frescas o
variedad rojo-
Grpura) frutas que se han
purp mantenido en buen
estado por
procedimientos
adecuados. (CODEX
STAN 247-2005).
Cambios en la .
. . Nominal
citoarquitectura
Morfolégico
indice hepatico (% )
de inhibicion) Razon
Es la proteccion del
higado frente a la * Variacién de la
. éa?amon de las concentracion  de
V. Dependiente etensas i I glutation reducido en
Efecto antlrra.dlca arios de mg/g de tejido. Comparado Razén
hepatoprotector ~ organismo por * Variaciébn de la conel
efectto)fs,t.nocwos de concentracion de grupo
X€NobIOLICOS. Bioquimico glutation total en  control
mg/g de tejido.
Variacion de la
lipoperoxidacion Razén

(nmol/g de tejido)



3.4.

3.4.1.

Procedimientos experimentales

Recoleccidn del fruto y preparacién del zumo

El fruto de sachatomate (Solanum betaceum), fue recolectado en
estado de maduracion comercial en el mercado La Parada — La
Victoria, Lima, el cual procedia de la provincia de Huanuco — Regién de
Huanuco.

Para la obtencion del zumo se tomaron frutos maduros de sachatomate
(Solanum betaceum) los cuales fueron debidamente limpiados,
lavados, y trozados; para luego obtener el zumo por medio de un
extractor casero. Este procedimiento se realiz6 minutos previos a la

administracion, cada dia.

3.4.2. Condicionamiento y aclimatacién de animales

Los ratones albinos machos (Mus musculus) fueron adquiridos del
Centro de Produccién de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) y colocados en jaulas para su aclimatacién por una semana.
Se mantuvieron en un ambiente con ciclos alternados de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, con adecuada temperatura, consumo de
agua ad libitum y alimento balanceado adquirido en el Centro de
Produccion de la UNALM. Ademas, se control6 el peso de los animales

interdiariamente.

3.4.3. Tratamiento e induccion a la hepatotoxicidad

Se empled el método propuesto por Gibson y col. 1996 (61), en donde
se empled paracetamol para inducir la toxicidad hepética durante cinco
dias mediante via peroral.

Los animales fueron marcados con un cédigo y por medio de un

programa libre de Google (https:/echaloasuerte.com/) fueron



https://echaloasuerte.com/

distribuidos aleatoriamente en cinco grupos (n=7). A los cuales se les

administré los siguientes tratamientos via peroral durante 10 dias:

Grupo I: NaCl 0,9 % 10 mL/kg

Grupo II: NaCl 0,9 % 10 mL/kg + Paracetamol (300 mg/kg)
Grupo llI: Silimarina 70 mg/kg + Paracetamol (300 mg/kg)
Grupo IV: Zumo 5 mL/kg + Paracetamol (300 mg/kg)
Grupo V: Zumo 10 mL/kg + Paracetamol (300 mg/kg)

Desde el sexto hasta el décimo dia, los grupos Il al V recibieron
paracetamol (300 mg/kg), por via peroral. Concluido el tratamiento, se
mantuvo a los ratones en ayuno por 12 horas. Antes del sacrificio se
peso a los animales, luego fueron anestesiados con pentobarbital (26
mg/kg); a continuacion, se procedioé con la laparotomia para obtener
el higado, e inmediatamente fue lavado en solucién isoténica NaCl
(0,9%), luego secado y pesado; del l6bulo mayor se secciond
alrededor de 0,3 g de tejido para andlisis bioquimico y 0,3 g para
estudio histopatologico.

3.4.4. Determinacion de los marcadores morfoldgicos

 Determinacion del indice hepatico
Se determind el indice hepatico mediante la relacion del peso del
higado entre el peso del animal, el cual se expres6 como porcentaje de
tejido con la siguiente formula:
higado

Indice hepatico = W ———— x 100
ndice hepatico W animal *

W: peso del animal



Ademas, se expreso el % de inhibicion tomando como referencia al

grupo .

IH., — IH
% de inhibicion de IH = —52 o GTT0 100
G2

IHG2: media del indice hepatico del grupo Il
IHTTo: media del indice hepatico del grupo tratamiento
« Analisis Histopatoldgico

Se secciond una parte del |6bulo mayor y se conservé en formol al
10% en NaCl 0,9%. Las muestras fueron procesadas en el
Departamento de Patologia del Instituto de Medicina Legal del
Ministerio Publico (Morgue Central de Lima). Las laminas fueron
leidas por el especialista en Patologia Forense. Se consideraron los
siguientes parametros: estructura del lobulillo hepatico, espacio
intersticial, espacio portal de Kiev, células de Kupffer, los conductos
biliares, el aspecto de hepatocitos y vasos sanguineos. Se empled
dos coloraciones, la principal fue la hematoxilina-eosina vy
adicionalmente se utilizé la tricromica de Masson (62) Unicamente en
el grupo que recibié el fruto a dosis alta con el fin de observar
regeneracion del tejido.

3.4.5. Determinacién de los marcadores bioquimicos

Para la determinacién de los marcadores bioquimicos del estrés
oxidativo, se prepar6 los siguientes homogenizados del tejido
hepatico:

- Homogenizado para lipoperoxidacion: Se pesd aproximadamente
0,3 g de tejido hepatico y se homogenizé a un volumen final de 3 mL
con buffer fosfato 0,01M pH 7,4.

- Homogenizado para GSH: Se pes6 aproximadamente 0,3 g de tejido
hepatico en un volumen final de 3 mL con EDTA 0,5 mol/L a 4°C de

temperatura.



+ Determinacion de los niveles de lipoperoxidacion
Se empled el método de Buege y Aust (1978) (63) y modificado por
Suérez (1995) (64).

Protocolo: Se tomé 0,3 mL del homogenizado y se agregd 0,6 mL de
acido tricloroacético 20%, llevandose luego a bafio Maria hirviendo
por 10 minutos. Finalizado el tiempo, se dej6 enfriar y se agregé 0,9
mL de acido 2 - tiobarbiturico 0,67%/HCI 0,25 N y nuevamente se
llevé a bafio Maria por 20 minutos. Al término del tiempo, se
centrifugé a 4000 rpm por 15 minutos y se leyd a 535 nm.

Los calculos de concentracidon se determinaron mediante la formula:

(ABS(Mp — Bl) x Vgx x VH x 10)
exlxVxW

[TBARS] =

Vrx: volumen de la reaccién 1,8 mL

e: Coeficiente de extincién molar 1,56x105 M-1cm-1

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 expresod el % de inhibicion tomando como referencia al

grupo Il

TBARS,, — TBARS
% de inhibicién = G;B T €70 100
G2

TBARS c2: indice de la media del TBARS del grupo Il
TBARS atT0: indice de la media del TBARS del grupo tratamiento



* Determinacion de Glutation (GSH) y Glutation total. Método de
Sedlak y Lindsay (1968) (65).

Desproteinizado: Se tomdé 1 mL del homogenizado correspondiente,
se agregd 0,8 mL de agua destilada y 0,4 mL de acido tricloroacético
50%. Se agit6 intermitentemente por 10 minutos y se centrifugd a 4500

rpom por 15 minutos.

Determinacion de GSH reducido: Del sobrenadante del
desproteinizado, se tom6 0,5 mL y se adicioné 2 mL de buffer tris 0,4
mol/L a pH 8,9; inmediatamente se llevé a bafio Maria a 70° C por 10
minutos. Posteriormente se afiadié 0,05 mL de DTNB a 0,01 mol/L, se
agité para combinarlo. Luego se leyd en el espectrofotometro a 412

nm.
Los resultados se determinaron mediante la siguiente formula:

mg| (FcxVhxVD x VRx)
gl VHDxVsnxWw

[GS H

Fc: factor de calibraciéon

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

Y también fueron expresados en % de incremento:

. GSHrro — GSHg,
% de incremento de GSH = oSH x 100
G2

GSHro: indice de GSH del tratamiento
GSHa2: indice de GSH del grupo I




Determinacion de GSH total: Del sobrenadante del desproteinizado
se tom6 0,5 mL y se adicioné 2 mL 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 llevé a bafio Maria a 70° C por 10 minutos).
Posteriormente se afiadié 0,05 mL de DTNB a 0,01 mol/L, se agitd para

mezclar. Luego se leyd en el espectrofotometro a 412 nm.

Los resultados se expresaron en mg de GSH total /g de tejido,

mediante la siguiente férmula:

FcxVhxVD xVRX
VHD x VSN x W

myg
GSH Total 7] =

Fc: factor de calibracién

VHD: Volumen del homogenizado para la precipitacion
VD: Volumen de desproteinizado

Vsn: Volumen del sobrenadante

VRXx: Volumen de la reaccion

Vh: Volumen de homogenizado aproximadamente

W: peso del tejido a homogenizar. Aproximadamente

Y también fueron expresados en % de incremento:

GSH Totalrrop — GSH Totalg,

% de incremento de GSH Total = x 100

GSH Total ¢,

GSH Total T10: indice de GSH total del tratamiento
GSH Total c2: indice de GSH total del grupo |l

Determinacion de la relacion GSH/GSSG

Para la obtencion de este indicador primero se calculdé el GSH oxidado
(GSSG) por medio de la diferencia entre el GSH total y el GSH reducido,
para luego establecer la relacién entre GSH reducido y oxidado
(GSH/GSSG) segun cada grupo experimental.



3.5.

3.6.

Analisis de datos

Luego de finalizar la realizacion del protocolo experimental, los datos
obtenidos fueron digitados, ordenados y analizados. Inicialmente los
datos se procesaron en el programa Microsoft Excel 2013, para luego
ser exportados y minuciosamente examinados al software estadistico
IBM SPSS 22.

Se inicié con el andlisis descriptivo considerandose la mediana, media
y desviacion estandar; seguido a ello se efectud el test de normalidad
de Shapiro Wilk (n < 50) con el fin de verificar la hipdtesis de
normalidad y evaluar diferencias entre grupos. A los grupos que
presentaron simetria o normalidad (datos paramétricos), se les realizo
la prueba de andlisis de varianza univariante (ANOVA), y a los grupos
que presentaron un p< 0,05; se les aplicé la prueba de homogeneidad
de varianzas Levene, y si en esta prueba mostrasen homogeneidad
(p<0,05) se emple6 el post hoc de Tukey para las respectivas
comparaciones entre grupos. Para los grupos que presentaron
distribucién anormal o asimetria (datos no paramétricos) se aplicé la

prueba Mann- Whitney, para muestras independientes.

Consideraciones éticas

El tratamiento dado a los animales de experimentacion se realizd
cumpliendo la Ley N°30407: Ley de proteccién y bienestar animal
(Pera, Ley N° 30407) (66), en base al articulo 19 del Capitulo V
“Tenencia, proteccion y manejo de animales”. Las técnicas empleadas
consideraron ocasionar el minimo dolor en la administracion de las
sustancias y farmacos, asi como en el momento del sacrificio. Se tuvo
en consideracion el principio de las 3R, propuesto por Russell y Burch,
el cual consiste en Reducir, Reemplazar y Refinar (67), de los cuales

se pudo cumplir con la reduccién y refinamiento.



V.

RESULTADOS

4 1. Del analisis estadistico

4.2.

4.2.1

Los indicadores bioquimicos relacionados al estrés oxidativo y al estado
morfolégico, con distribucion simétrica, fueron el indice hepatico (IH), la
lipoperoxidacion (TBARS), el glutation (GSH) y el glutation total (GSH
total), posterior a ello se realizé las pruebas de ANOVA, Levene y post
hoc Tukey con el fin de identificar la existencia de diferencias
estadisticas entre grupos. Los datos se enunciaron en media +

desviacion estandar (DE).

El indicador bioquimico relacionado al estrés oxidativo con distribucion
asimétrica fue la relaciébn glutatibn reducido / glutation oxidado
(GSH/GSSG). Se aplicé la prueba Mann-Whitney con el objetivo de
observar diferencias significativas entre grupo. Los datos se enunciaron

en mediana + rango intercuartilico.

Indicador morfoldgico

.Indice hepatico

En el grupo Il se observé un mayor nivel de Indice hepético, sin
embargo, no fue significativo. Cabe resaltar que los grupos IV y V
tuvieron los menores valores de IH, aunque también sin diferencia

significativa entre grupos.



Tabla N° 1: indice hepatico segun grupo de tratamiento

Grupo Tratamiento Indice hepatico (%) *
Dia1al 10 Diadel 6 al 10 Media + DE % inhibicién

Grupo | NaCl 0,9 % 10 mL/kg NaCl 0,9 % 10 mL/kg 6,21 + 0,50

Grupo Il NaCl 0,9 % 10 mL/kg | Paracetamol 300 mg/kg 6,42 + 0,99

Grupo I Silimarina 70 mg/kg | Paracetamol 300 mg/kg 6,18 + 0,68 3,63
Grupo IV ZFSB 5 mL/kg Paracetamol 300 mg/kg 6,04 £ 1,00 5,82
Grupo V ZFSB 10 mL/kg Paracetamol 300 mg/kg 5,96 + 0,80 7,10

* Shapiro Wilk (p>0,05) — ANOVA — Levene (p>0,05) - post hoc Tukey

4.2.2. Histopatoldgico

Grupo I: presentaron una estructura minimamente alterada, con lobulillos
y acinos hepaticos bien conformados y vena centrolobulillar ligeramente
congestionada. Los vasos sanguineos estaban correctamente distribuidos
con escasos hematies a nivel intraluminal; asimismo los conductos
biliares eran normales con el epitelio cubico bien distribuido. Por otro lado,
los hepatocitos formaban parte de columnas ordenadas y orientadas a la
vena centrolobulillar; y los nucleos celulares sin alteracién con borde fino,

posicidn céntrica y cromatina fina.

Grupo Il: Se observd una estructura completamente alterada con
distorsion de los lobulillos. Los vasos sanguineos estaban congestionados
y la vena de aspecto pletérico, con aumento del lumen e infiltracién de
linfocitos. El espacio intersticial estaba disminuido y presenté zonas
colapsadas; mientras que el espacio portal de Kiev presentaba infiltracién
de polimorfonucleares y linfocitos. Los conductos biliares presentaron
lumen aumentado, distorsion del epitelio cubico y desarrollo de
hiperplasia. Se observé dano de hepatocitos, con ruptura de sus
membranas citoplasmaticas; en la zona 2 se evidencié necrosis e
infiltrado de linfocitos y hematies. Los nudcleos fueron borrados y hubo
presencia de macronucleos con cromatina gruesa y algunos

hipercrométicos.



Grupo lll: La estructura estuvo alterada, los lobulillos distorsionados. Los
vasos sanguineos estaban congestivos y de aspecto pletorico. El espacio
intersticial se encontr6é disminuido con pigmentacion amarillento tipo biliar;
y el espacio portal estuvo edematizado con infiltrado de linfocitos. Los
hepatocitos presentaron microvesiculas intracitoplasmaticas y sufrieron
necrosis en extensas areas y multifocal. Muchos de los nucleos fueron
borrados y hubo presencia de macronucleos, algunos de estos

binucleados y otros hipercromaticos.

Grupo IV: La estructura presentd una leve distorsion. En los vasos
sanguineos ubicados en zonas de necrosis se observo abundantes
hematies. El espacio intersticial presenté material biliar; mientras que en
el espacio portal de Kiev hubo edema con infilirado de linfocitos y
hematies. Los conductos biliares estaban aumentados en su lumen. Se
observaron areas multifocales con algunas células viables dentro de
disminuidas zonas de necrosis, en estas ultimas zonas, los hepatocitos
presentaron binucleacion e hipercromaticidad, signos propios de procesos

de mitosis y regeneracion celular.

Grupo V: La estructura de los lobulillos estuvo conservada. Comparando
con el fruto a dosis baja, se ve que hubo menor congestién de vasos
sanguineos. El espacio intersticial estuvo conservado, y de igual manera
el espacio portal de Kiev. En los conductos biliares se visualizaron
algunos linfocitos a nivel periarterial. Se observaron microfocos de células
con necrosis y conservacion de las columnas hepaticas, los hepatocitos
presentaron hipercromaticidad muy marcada, que son signos de procesos
de mitosis y regeneracion celular. Al realizarse la lectura con la coloracién
tricromica de Van Gieson, se pudo corroborar que la regeneracion fue
casi total, quedando pequefios espacios necrosados 0 en proceso de
regeneracion.



Microgrgfia 1. Grupo l. Ausencia de glteraciQn .tisular. Micrografia 2. Grupo Il. (a) Dafio tisular. Necrosis. (b)
Hepatocitos ordenados. Nucleos bien definidos y Marcada respuesta inflamatoria. (c) células de Kupffer.
centrados. (a) vena centrolobulillar bien definida y ,p (40X)
conformada. HE (10X). ’

Micrografia 3. Grupo lll. (a) Alteracion tisular con Micrografia 4. Grupo IV. (a) Foco de regeneracién

zonas en mitosis. (b) Macronudcleos (c) Binucleacion. celular. (b)Macronucleos con hipercromaticidad. (c)

HE (40X). Mitosis celular. (d) Disminuidas zonas de necrosis.
HE (40X)



Micrografia 5. Grupo V. Regeneracion casi total. (a) Micrografia 6. Grupo V. (a) Zona regenerada casi
Hipercromaticidad muy marcada. (b) Zonas regeneradas en su totalidad y en proceso de regeneracion.
0 en proceso de regeneracion. HE (10X). Tricromica de Masson (10X).

4.3. Indicadores bioquimicos
4.3.1. Niveles de Lipoperoxidacion en tejido hepatico

Con respecto a este indicador, no presenté diferencia significativa

entre todos los grupos.

Tabla N° 2: Niveles de lipoperoxidacion en tejido hepatico segun grupo de
tratamiento

Grupo Tratamiento Lipoperoxidacion (nmol/g de tejido)
Dia1al10 Diadel 6 al 10 Media + DE % inhibicion
Grupo | NaCl 0,9 % 10 mL’kg  NaCl 0,9 % 10 mL/kg 29,3 +2,35
Grupo Il NaCl 0,9 % 10 mL/kg Paracetamol 300 mg/kg 31,3+2,36
Grupo I Silimarina 70 mg/kg Paracetamol 300 mg/kg 31,9 + 3,91 -1,92
Grupo IV ZFSB 5 mL/kg Paracetamol 300 mg/kg 30,4 + 3,51 2,84
Grupo V ZFSB 10 mL/kg Paracetamol 300 mg/kg 30,8 £1,93 1,39

Shapiro Wilk (p>0,05) — ANOVA — Levene (p>0,05) - post hoc Tukey



4.3.2. Perfil de GSH en tejido hepéatico

En el grupo Il se reportd un incrementé del GSH, GSH total, y la relacién
GSH/GSSG, respecto al grupo |; siendo la relacion GSH/GSSG el unico
indicador que mostr6 diferencia significativa frente a dicho grupo (p<
0,01).

El grupo Il evidencié una disminucion sin significancia (p>0,05), de los
niveles de GSH con respecto al grupo Il, asi como del nivel de GSH
total. Sin embargo, hubo un incremento en la relacion GSH/GSSG sin

llegar a ser significativa.

Con respecto al grupo que recibié el fruto a dosis baja del zumo de fruto
de sachatomate (grupo V), mostré que los indicadores GSH, GSH total y
GSH/GSSG fueron mayores respecto al grupo Il, sin ser significativo, lo
mismo ocurre al comparar con el grupo que recibid silimarina (grupo III)

pero en la relacion GSH/GSSG fue menor.

El caso mas resaltante se ve con los resultados del grupo con
tratamiento del fruto a dosis alta (grupo V), tanto el GSH, GSH total y
GSH/GSSG fueron los més altos frente a todos los demdas grupos,
siendo significativa la relacion GSH/GSSG comparado con el grupo I,
(p<0,05).

Tabla N°3: Perfil de glutation en tejido hepatico segun grupo de tratamiento

* Shapiro Wilk (p>0,05) — ANOVA — Levene (p>0,05) - post hoc Tukey

Grupo GSH (mg/g de tejido) * GSH Total (mg/g de tejido) * GSH/GSSG™
Media + DE % incremento  Media + DE % incremento  Mediana £ RIC % incremento
Grupo | 25,9 +8,14 44,0 £14,0 1,41 £0,14@
Grupo Il 34,8 +6,13 53,8 + 10,1 1,84 £0,16
Grupo I 34,0 £6,94 -2,26 50,8 £ 12,2 -5,63 2,12+0,48 15,2
Grupo IV 36,2 + 6,97 4,06 55,8 +12,7 3,60 1,94 £ 0,29 5,19
Grupo V 41,3 +9,43 18,5 58,0 + 12,3 7,78 2,69 £ 0,550 46,0

** Shapiro Wilk (p<0,05) — Mann Whitney
(a) p<0,01; comparado con el grupo Il
(b) p<0,05; comparado con el grupo Il



V.

DISCUSION

Desde tiempos ancestrales el hombre ha descubierto diversos tipos de
alimentos y plantas con efectos benéficos y de uso medicinal, muchos de los
cuales en la actualidad se siguen empleando como tratamientos alternativos,
coadyuvantes o complementarios al tratamiento médico convencional.
Existe la necesidad de saber cuéles son los mecanismos de accion que
presentan los diversos compuestos de los alimentos y/o plantas, para poder
conocer sus propiedades beneficiosas, y de esta forma determinar qué
cantidad o concentracion deben ser administradas para que, con bases

cientificas solidas; se recomiende y/o prescriba su consumo.

Nuestro pais goza de una gran variedad de frutas y plantas medicinales, se
le ha llegado a considerar dentro de los doce paises con mayor diversidad
biolégica de la Tierra, en general se calcula que posee 25 mil especies de
plantas conocidas (68), dentro de las cuales aproximadamente 4400 se le
atribuye un efecto medicinal (69); asimismo el Peru posee una gran
diversidad de frutas con unas 623 especies, siendo muchas de ellas aun

desconocidas (70).

En el presente estudio se evidencié que el tratamiento con paracetamol a la
dosis de 300 mg/kg (grupo Il), incrementd los niveles de lipoperoxidacion y
del indice hepatico, sin embargo, los niveles de GSH, GSH total y la relacién
GSH/GSSG se incrementaron. A nivel histopatolégico se pudo constatar el
dafno estructural, con presencia de células de Kupffer, areas necrosadas,
infiltracion de linfocitos y hematies, ademas de lisis nuclear, corroborandose

asi el dano hepatico ocasionado por el paracetamol.

La formacién excesiva de N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) generada
por el metabolismo del citocromo P450 (CYP) ante dosis altas de
paracetamol, es detoxificado en el higado por conjugacién con GSH,
mediante la GSH transferasa. Sin embargo, este mecanismo al saturarse
ocasiona que el exceso del NAPQI reaccione con proteinas de la membrana



mitocondrial, desencadenando la lipoperoxidacion, que dana el ADN y la
permeabilidad de la membrana. La traslocacién de la proteina BAX que se
combina con Bak en el exterior de la membrana origina poros y se liberan
proteinas intermembrana como el citocromo c¢ (25,71,72). Estos eventos
conducen a una necrosis oncética (73), iniciando una respuesta inmune,
activandose mediadores inflamatorios, reclutando macréfagos y neutréfilos
en un intento de respuesta regenerativa (74,75) esto podria explicar los
niveles altos de lipoperoxidacién y presencia de zonas necroticas a nivel

histologico en el grupo Il.

Sabir y Rocha (2008) evidenciaron que la administracién de paracetamol
(250 mg/kg) incremento la concentracion de TBARS y produjo una deplecién
de las reservas de los grupos tioles no proteicos (56). De similar manera en
ratones que recibieron paracetamol (200 mg/kg), se indujo la
lipoperoxidacién (TBARS) y redujo el nivel de grupos tioles no proteicos (76).
Sin embargo, Arnao y col. (2012), observaron que la formacién de MDA-
TBARS, en su grupo paracetamol (300 mg/kg), fue menor que el grupo
control; dicho autor atribuye este resultado inesperado a la dosis empleada y
los mecanismos antioxidantes que todavia controlan dicho estrés a nivel
hepatico (77). En nuestra investigacion la produccion de TBARS del grupo I

fue mayor, més no significativo, respecto al grupo |.

Los niveles incrementados de GSH en el grupo Il podria ser explicado por la
capacidad que tiene el tejido hepatico de reestablecerlo hasta en un 70%,
entre las 24 a 48 horas, posterior a la toxicidad por paracetamol (78-80). El
GSH estd presente en forma reducida en un 98-99%, y el resto como
glutatién disulfuro GSSG. Pequenas variaciones en el GSH intracelular, en
respuesta a la excesiva formacién de especies reactivas de oxigeno
(EROS), disminuiria la regeneracién de GSH a partir de GSSG, causando
profundos efectos sobre la sefalizacidén celular redox-dependiente de tiol,
dando como resultado una menor relacion GSH/GSSG. La regeneracion de
GSH a partir de GSSG, se da por accion de la glutatién reductasa. El exceso
de GSSG se puede exportar de una célula para mantener la alta proporcion



de intracelular GSH/GSSG (81), segun lo observado en nuestro estudio los

niveles de GSH logré6 mantener un ratio GSH/GSSG superior al grupo |.

Los sistemas antioxidantes enzimaticos como la glutation reductasa (GR),
superoéxido dismutasa (SOD) y catalasa, entre otros, son fundamentales para
el mantenimiento del balance redox celular frente al ataque de radicales
libres en un estrés oxidativo, algunas enzimas antioxidantes como la SOD,
glutatiébn peroxidasa y sintasa; son inducidas mediante el factor nuclear de
transcripcion relacionado con el factor 2 eritroide 2 (NFE2L2 o Nrf2), el cual
se encuentra unido a la ligasa Cul-3, por la proteina Keap1, el cual vendria a
ser un adaptador entre ambos. Ante el estrés oxidativo, el Keap1 funciona
como un sensor y se disocia del Nrf2, lo que origina su activacion, este se
transloca al nucleo y se une al Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE),
originando la expresidon de enzimas antioxidantes (82), este mecanismo
podria explicar el incremento del GSH y del ratio GSH/GSSG observado en

el presente grupo Il.

Los resultados observados en nuestro grupo Il ha sido reportado por
Troncoso (2007) (83), en un modelo experimental en ratas que recibieron
dosis de paracetamol de 200 m/kg; asimismo Santa Cruz (2019), reportd
mayor nivel de GSH y del ratio GSH/GGSG respecto al control, utilizando la
dosis de 300 mg/kg en ratones (84). Otro estudio demostr6 que el
paracetamol ocasiond una rapida deplecion de los niveles de GSH, vy
alteracién funcional de un cultivo de hepatocitos de ratén durante las 3.5 h
de ocurrida la exposicién al agente téxico, y los niveles de GSH se fueron
recuperando progresivamente pasadas las 4 horas de la intoxicacién, y al
emplearse N-acetilcisteina, la recuperacién del GSH fue mucho mas rapida
(85).

En el grupo que recibié silimarina y paracetamol (grupo lll), se registr6 un
mayor ratio GSH/GSSG, y un menor indice hepatico. Sin embargo, los
niveles de lipoperoxidacion fueron mayores mientras que el GSH y GSH total

fueron menores. A nivel histolégico se observo una alteracién estructural con



areas necrosadas, ademas de zonas de regeneracion celular con
binucleacién e hipercromaticos, también se observd una menor respuesta
inflamatoria, reflejado en un menor infiltrado linfocitario, como también la

regeneracion celular.

Multiples estudios in vitro e in vivo han demostrado que la silimarina posee
efecto antioxidante y mantiene la estabilidad de los hepatocitos frente al
ataque radicalario (86), ya sea captando radicales libres, previniendo su
formacién al inhibir enzimas responsables de su sintesis 0 manteniendo la
integridad de la cadena de transporte de electrones. Ademas, mantiene el
estado redox Optimo de la célula mediante la activacion de enzimas
antioxidantes y antioxidantes no enzimaticos, principalmente a través de
factores de transcripcion, incluidos Nrf2 y NF-kB, finalmente, activando una
serie de “vitagenes”, responsables de la sintesis de moléculas protectoras,
incluyendo proteinas del choque térmico (HSP), tiorredoxina (Trx), sirtuinas,
entre otras (34); posiblemente dichos mecanismos pueden estar
involucrados en los resultados observados en el grupo lll, en referencia al
incremento del ratio GSH/GSSG.

Lo observado a nivel histolégico en el grupo Il de nuestro estudio podria
estar relacionado con el mecanismo de control de la inflamacion propio de la
silimarina, la cual suprime la expresion del factor de activacion de
transcripcion kappa B (NF-KB), quien es responsable de la promocion de

genes especificos implicados en la respuesta inflamatoria e inmune (87).

Los menores niveles de GSH en el grupo lll, podrian ser explicados por el
mecanismo bifasico de la silimarina, que en la primera fase podria estar
sobre-expresada, esta fase consiste en la estimulacién del estrés del reticulo
endoplasmatico y estrés energético, previa activacion de las vias de
sefalizacion como la AMPK, induccién de proteina 4 (DDIT4) e inhibicion de
la mTOR; lo cual podria conllevar a la autofagia celular, ademas de un
incremento de la formacion de EROS (88).



Rosario (2019), al emplear silimarina 70 mg/kg y paracetamol 300 mg/kg en
ratones, también describié un incremento en la relacion GSH/GSSG y una
mayor proteccibn a nivel histologico, sin embargo, los niveles de
lipoperoxidacion fueron mayores y el GSH fue menor a su grupo control (89).
Arnao y col. (2012) de igual manera reportaron un mayor nivel de

lipoperoxidacién con respecto al control positivo (77).

Kiruthiga y col. (2010) evaluaron el efecto de la silimarina sobre la
intoxicacion con benzopireno en células mononucleares sanguineas
periféricas aisladas, y se observ6 una regulacion del ratio GSH/GSSG, en la
cual el papel de la glutatibn reductasa fue el mayor determinante; dicho
efecto regulador fue atribuido a los flavonoides presentes (90). En otro
estudio se compararon el efecto de la silimarina, vitamina C y vitamina E
sobre los niveles de GSH y GSH/GSSG en ratas con dafo hepatico por
prolongada obstruccién biliar, viéndose un mayor ratio de GSH/GSSG en el

grupo que recibié la silimarina (91).

Los compuestos fitoquimicos naturales, entre ellos los compuestos de la
silimarina, a dosis de 50 mg/kg y 100 mg/ kg, frente al paracetamol (500
mg/kg), logrd restaurar los niveles de GSH completamente, esto corrobor6
que la silimarina posee un potente efecto estabilizador de las células
hepaticas, y antirradicalario (92), a pesar que en nuestro estudio los niveles
de GSH no mostraron diferencia significativa con el grupo Il, sin embargo, el
indice GSH/GSSG fue mayor en un 15,2% respecto al grupo II.

Respecto a los grupos que recibieron sachatomate a dosis de 5 mL/kg
(grupo 1IV) y 10 mL/kg (grupo V), presentaron menor nivel del indice
hepatico, un mayor nivel del GSH y del ratio GSH/GSSG. A nivel histologico
se encontr6 una mayor conservacion del tejido, una reduccion de zonas de
necrosis, menor congestion de vasos sanguineos e infiltrado linfocitario.
También se hall6 zonas de regeneracion con incremento de hepatocitos
binucleados e hipercrométicos, signos propios de la mitosis y regeneracion
celular. Al realizar la lectura con la coloracion tricromica de Von Giesen en el



grupo de mayor dosis, se evidencié regeneracion celular casi total. Sin
embargo, los niveles de lipoperoxidacibn no mostraron diferencia

significativa con el grupo Il

Segun lo estudiado por Diep T y col. (2020) entre los fitoquimicos
encontrados en el sachatomate tenemos a compuestos fendlicos como los
acidos hidroxicinamicos (cafeico, feralico, p-cumarico y rosmarinico), acidos
hidroxibenzoicos (acidos galico, elagico y vanilico), flavonoides como la
rutina, el flavonol (kaempferol, catequina, epicatequina) y flavona (naringina);
ademas de la presencia de antocianinas como la cianidina, delfinidina y
rutinésidos de pelargonidina (93). Vasco y col. (2009) reporté la presencia de
B-caroteno, vitamina E y vitamina C (49). Dentro de los carotenos se destaca

la presencia del licopeno, en concentracion similar al tomate (94).

En un estudio reciente sobre la composicion fitoquimica y actividad
antioxidante del Solanum betaceum llevado a cabo en Nueva Zelanda
(2020), se evidenci6 mayor contenido de compuestos fendlicos en la
cascara, en comparacion a la pulpa, y que el perfil fenélico estuvo dominado
por el acido clorogénico, sin importar la variedad o el tejido. También se
observd que existe mayor contenido de antocianinas en la pulpa que en
cascara, y que el dominante del perfil de estos compuestos en la pulpa fue la
delfinidina—3-rutin6ésido. Segun el autor la variedad rojo-purpura presenta
mayor capacidad antioxidante relacionado a una mayor cantidad de
compuestos fendlicos y antocianinas (93), esta capacidad compite con otras
frutas como la naranja, el kiwi, la uva roja, la pera y la manzana (95), y se

puede ver potenciada por la presencia de vitamina C y carotenoides (96).

Los &cidos hidroxicindmicos como los acidos cafeico, rosmarinico y p-
cumarico han demostrado poseer efecto hepatoprotector; en un estudio in
vitro se observd que los dos primeros acidos, lograron reducir los niveles de
lipoperoxidacién, aumentar el nivel de GSH y regenerar el tejido, frente a la
intoxicacion hepatica por hidroperéxido terbutilico (t-BHP) sobre células

HepG2 (97). El acido cafeico por presentar una estructura de tipo catecol y



dobles enlaces, expresa capacidad antioxidante (98), en tanto que el acido
rosmarinico ejerce diversos mecanismos como el atrapamiento de EROS y
regulacion de sistemas enzimaticos y no enzimaticos, entre otros (99), esto
podria justificar los niveles altos de GSH y del GSH/GSSG de los grupos que

recibieron el tratamiento con el zumo del sachatomate.

Con respecto al acido p-cumarico, también demostré efecto hepatoprotector
en ratones ante dafno por etanol, al reducir la lipoperoxidacién e incrementar
el GSH en suero, dicho &cido suprimiria la apoptosis hepatica asociado a
ROS, al inhibir el dafno del DNA e inflamacion mediada por la via de las
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) (100). Ante lo citado se
podria inferir que este compuesto también podria guardar relaciéon con los

efectos benéficos observados en los grupos tratados con sachatomate.

Los acidos hidroxibenzoicos (galico, elagico y vanilico), poseen efecto
protector; se ha demostrado que el primero protegié al higado frente al
paracetamol, al disminuir los niveles de TNF-a, lipoperoxidacién e
incrementar enzimas antioxidantes (GPx, GSR y GST) y los niveles de GSH
(101). El acido elagico protegioé al higado del diclofenaco, disminuyendo el
grado de fibrosis y a nivel serologico inhibié la denaturacién de albumina
(102). El acido vanilico ejercié de forma significativa efecto hepatoprotector
en ratas intoxicadas con paracetamol, incrementando la concentracién de la
GPx, GSH, vitaminas C y E; disminuyendo los niveles de TBARS e
hidroperoxidos, este efecto se daria por la capacidad del acido vanilico de
mantener la integridad de los hepatocitos y el estatus intracelular
antioxidante (103), mientras que en ratones que recibieron dicho &cido via
intravenosa posterior a intoxicacidon por CCls, se observd proteccién de
hepatocitos y células estrelladas asi como supresion de inflamacién vy
fibrosis (104). Todas estas evidencias podrian justificar una mejor
conservacion del tejido hepatico en aspectos inflamatorios, necrosis y la
presencia de areas de regeneracion, ademas de una mayor sintesis de GSH
en los grupos tratados con sachatomate, principalmente en el grupo V.



En un estudio se evalué el efecto del flavonoide rutina en ratones que fueron
inducidos a enfermedad de higado graso no alcohodlico (EHGNA) con una
dieta hipergrasa y en células HepG2 que recibieron &cido oleico; dichos
resultados mostraron menores niveles de triglicéridos y de dafio oxidativo
(reduccién del malondialdehido). Dichos efectos, se atribuyen a la inhibicion
de la sintesis lipidica y la estimulacién del metabolismo de los acidos grasos
regulados por vias lipidicas de genes como receptores activados por
proliferadores peroxisomales (PAPR-a) (105). Otro estudio revel6 que la
rutina mejoré los signos histolégicos de dano hepatico por CCls, disminuyd
los niveles de TNF-a, suprimio la expresion de NF-KB y de la COX; mientras
que ejercié un aumento de Nrf2 y hemooxigenasa 1 (HO-1), las cuales son
vias que modulan positivamente la respuesta antioxidante intracelular (106).
Estos resultados podrian estar relacionados con el incremento de GSH,
GSH/GSSG, mejor conservacién del tejido hepatico de los grupos IV y V de

nuestro estudio.

El kaempferol es el flavonol mas comun, en un estudio con kaempferol 3-O-
rutinosido y kaempferol 3-O-glucésido, protegieron al higado del CCls, al
regular los niveles de malondialdehido (MDA), incrementar las proteinas
totales, restauracion el GSH y proteccion histolégica, estos efectos son
atribuidos a la estabilizacién de membranas plasmaticas y la mitigacion de la
disfuncién biliar (107). Otro flavonol como la catequina, protegié la integridad
hepatica a dosis de 1 mg/mL exhibiendo proteccion sobre las células HepG2
(108). De similar manera, la catequina-g-inulina frente al dafio por CCls,
disminuyé significativamente los niveles de lipoperoxidacion, incrementé los
niveles de GPx y GR asociado a incremento en GSH (109), los beneficios
como antioxidante y antirradicalario se fundamentarian en su estructura, ya
que hay presencia de un grupo orto-catecol en el anillo B y dobles enlaces
en posicion 2 y 3, factores determinantes para una correcta respuesta
antioxidante (108). La epicatequina también evidencié similares efectos ante
la induccidon de hepatitis en ratas que recibieron D-galactosamina (110). Lo
citado podria fundamentar que los flavonoles presentes en el fruto de



nuestro estudio influyeron en el incremento del perfil del GSH y proteccién

del tejido hepatico.

La naringina, que también se encuentra presente en el sachatomate, mejora
el sistema de defensa antioxidante, en el higado de ratas, al restaurar los
niveles de GSH vy potenciar la actividad de la GPx, disminuir la
lipoperoxidacion, suprimir la inflamacion al regular el TNF-a y la interleucina
4, ademas protegio al tejido al disminuir la necrosis, congestion vascular,
células de Kupffer, entre otros, frente a la intoxicacién por paracetamol (111).
Lo citado podria estar relacionado con los resultados vistos en nuestros

grupos experimentales.

Dentro de las antocianinas, destaca la cianidina 3-glucésido, la cual no solo
“atrapa” radicales libres, sino también modula la via de sefalizacion
especifica de la respuesta adaptativa antioxidante (112,113), ésta ejercio
efecto protector al atenuar la muerte y dano celular por H202 y CCls, al
restaurar la actividad de la GPx, incrementar el GSH, regular la caspasa-3,
activar la via AMPK/Nrf2, lo que reflejaria un gran efecto hepatoprotector
(114). Un estudio similar con la delfinidina, que también esta presente en el
sachatomate, demostr6 efecto hepatoprotector ante el H202 al modular la via
Nfr2/HO-1; este compuesto mejord los niveles de Nrf2, cuya traslocaciéon
nuclear evitaria su degradacién, lo que conllevaria a un incremento de la
proteina antioxidante HO-1, generdndose una mejor respuesta antioxidante

intracelular y mantenimiento de la homeostasis (115).

La antocianina pelargonidina, presente en el Solanum betaceum, protegio
los higados de ratones tratados con lipopolisacarido (LPS), al inhibir la via
inflamatoria del receptor tipo Toll (TLR) que se vio histolégicamente
reflejado en una menor inflamacion, necrosis e infiltracion linfocitaria (116).
Estos resultados guardan relacién con lo observado con nuestros grupos

experimentales.



Respecto a las vitaminas con propiedades antioxidantes, presentes en
nuestro fruto, el B-caroteno ejercid efecto hepatoprotector en ratas que
recibieron paracetamol, observandose regulacion de la actividad enzimatica
(SOD, CAT), incremento de GSH y disminucién de la lipoperoxidacién (117).
El licopeno ejercid proteccion hepatica frente al CCls, al regular la actividad
de GPx, Glutatibn S-transferasa e incrementar el GSH (118), similar accion
se observo frente a la concavalina A, donde el licopeno redujo el nivel de
citoquinas proinflamatorias e incrementé la viabilidad y crecimiento
celular(119). El a-tocoferol (vitamero de la vitamina E) present6 un rol
hepatoprotector en ratas que recibieron  xenobidticos como
hexaclorobenceno (120), y protegié los higados, de humanos y ratas,
sometidos a malatién (insecticida organofosforado) al regular los niveles de

lipoperoxidacién, GPx y GSH, asi como proteccién a nivel histolégico (121).

La vitamina C ejercid6 proteccibn hepatica en ratas con dano por
paracetamol, actuando con mas eficacia en la forma micronizada comparada
con la normal (122). En otro estudio con ratones genéticamente inducidos a
deficiencia de la aldehido reductasa (AKR1A), enzima encargada de la
sintesis del acido ascérbico, se evidencié proteccion hepatica en ratones
que, previa intoxicacion con paracetamol, fueron suplementados con
vitamina C; mientras que los ratones que no recibieron la vitamina
presentaron mayor deplecion de GSH, alta lipoperoxidacién, dafo a nivel
histologico y menor supervivencia (123). Los datos sefalados guardan
relacion con nuestros resultados ya que dichas vitaminas, con demostrada
capacidad hepatoprotectora, estan presentes en nuestro fruto, y
probablemente hicieron sinergia con los otros compuestos, reflejandose en

una mejor proteccion en los grupos tratados con sachatomate.

La familia de las solandceas comprende gran variedad de géneros y
especies muy conocidas por sus propiedades terapéuticas, destacando la
papa (Solanum tuberosum), el tomate (Solanum lycopersicum), la berenjena
(Solanum melongena), entre otros. Muchas de estas especies han mostrado
capacidad antioxidante y proteccién frente a patologias (124-126). El



Solanum nigrum protegié al higado del CCls, al reducir la fibrosis y
esteatosis, restaurar el GSH y regular la GST(127); se vio efecto similar
frente a la tioacetamida, asociado a una reduccion de la secrecion de TGF-
18 (128). La presencia de glicoalcaloides, glicoproteinas, polisacaridos y
polifenoles como acido galico, catequina, acido cafeico, entre otros, serian
responsables de estos efectos protectores (129). ElI Solanum fastigiatum,
muy popular en Brasil, protegié los higados de ratones intoxicados con
paracetamol, disminuyendo los niveles de TBARS, restaurando el GSH y los
niveles de acido ascorbico; su efecto se asocié al contenido de fenoles
totales y flavonoides, entre ellos la quercetina y rutina (56). El mini tomate
Solanum lycopersicum var. Cerasiforme y su principal flavonoide rutina,
protegieron a las células hepaticas HepG2 del hidroperéxido de terc-butilo (t-
BPH), al restaurar el GSH a niveles similares al control negativo, dichos
resultados se deberian a un incremento de la expresion de la enzima HO-
1(130).

Las limitaciones para la realizacibn del presente estudio fueron
metodoldgicas, por ejemplo, el tratamiento fue dado por canula, lo que pudo
generar cierto estrés en los animales, ademas al momento de la ejecucion

con insumos reactivos para la evaluacion del perfil hepatico.



VI.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

v A nivel bioquimico, el tratamiento con el zumo del fruto Solanum
betaceum incrementé el nivel de GSH y la relacibn GSH/GSSG, sin
embargo, los niveles de lipoperoxidacion no mostraron diferencias con el

grupo I, frente al dafo inducido por paracetamol en ratones.

v A nivel histologico, el consumo del zumo del fruto Solanum betaceum
protegidé y regenerd la citoarquitectura del tejido, y disminuy6 el indice

hepatico frente al dafo inducido por paracetamol en ratones.

v Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, el consumo del
zumo del fruto Solanum betaceum presenta efecto hepatoprotector frente
a la toxicidad del paracetamol en ratones, siendo la dosis de 10 mL/kg de

zumo, la que presenté mejor efecto.

Recomendaciones

v Cuantificar y evaluar la actividad enzimatica de las transaminasas
Aspartato aminotransferasa (AST) y Alanina aminotransferasa (ALT); la
fosfatasa alcalina (ALP); la gamma glutamil transpeptidasa (y-GT) para
evaluar la funcién hepatica y ampliar la metodologia de la dimensién

bioquimica.

v Determinar la actividad enzimética de la superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR)
para incluirlas dentro de los indicadores bioquimicos.

v Se recomienda determinar los valores bioquimicos de lipidos a nivel
hepatico, principalmente de triglicéridos.
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