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RESUMEN

Objetivos: Determinar el efecto hepatoprotector del zumo de Spondias purpurea
(ciruela) variedad roja en ratones inducidos a toxicidad por Etanol. Materiales y
métodos: tipo de estudio analitico, experimental y transversal; ensayo se utilizé 40
ratones machos albinos (Mus musculus) cepa Balb/c/ CNPB, con un promedio de
peso de 3015 g. Se empled el zumo de fruta de Spondias purpurea (ciruela) por
presidbn manual y se colé con un tamiz fino. Después el zumo fue colocado en un
frasco ambar para su proteccion a la luz. Los ratones fueron distribuidos de forma
aleatoria en cinco grupos (n=8). Las cuales recibieron los siguientes tratamientos
por cincos dias, Via peroral: grupo | y Il: suero fisioldgico; grupo lll: silimarina 100
mg/kg; grupo IV: 1mL/kg y grupo V: 10mL/kg de zumo de Spondias purpurea
(ciruela). Simultaneamente del grupo Il al V recibieron etanol al 5% en solucién
glucosada 5% en su bebedero para consumo ad libitum por cinco dias.
Principales medidas de resultados: indice hepatico (IH) , Grupos sulfridrilo no
proteico (GS-NP), lipoperoxidacion (TBARS), histopatol6gico Resultados: el zumo
de Spondias purpurea (ciruela) ejerce un efecto hepatoprotector, esto se evidencia
en el IH en un 27,67% y en los GS-NP en un 21,41%, histolégicamente, se
observé signos de necrosis con la administracién de la mayor dosis del zumo
Conclusion: el zumo de Spondias purpurea a dosis de 1mL/kg indujo a una

elevacion de GSNP y 10mL/kg mostré efecto prooxidante.

Palabras clave: planta medicinal; Spondias purpurea; etanol; ciruela;

lipoperoxidacion
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Abstract:

Objectives: To determine the hepatoprotective effect of Spondias purpurea juice
(plum) red variety in ethanol toxicity induced mice. Materials and methods: type
of analytical, experimental and cross-sectional study; 40 albino males mice assay
(Mus musculus) Balb / ¢ / CNPB was used, with an average weight of 30 £ 5 g. fruit
juice Spondias purpurea (plum) was used by manual pressure and slipped a fine
sieve. The juice was placed in an amber bottle for light protection. Mice were
randomized into five groups (n = 8). Which they received the following treatments
for five days, perorally: group | and Il: saline; Group lll: silymarin 100 mg / kg;
Group IV: 1 mL / kg and group V: 10 mL / kg of juice Spondias purpurea (plum).
Simultaneously Il to V group received 5% ethanol in Dextrose 5% in their water
dish for ad libitum consumption for five days. Main outcome measures: liver index
(HI), nonprotein sulfridrilo Groups (GS-NP), lipid peroxidation (TBARS),
histopathology Results: juice Spondias purpurea (plum) has a hepatoprotective
effect, this is evident in the IH in a 27.67% and in a GS-NP 21.41%, histologically,
signs of necrosis after administration of the highest dose was observed juice
Conclusion: Spondias purpurea juice at doses of 1 mL / kg induced an elevation
of GSNP and 10mL / kg showed prooxidant effect.

Keywords: Medicinal plant; Spondias purpurea; ethanol; plum; lipid peroxidation.
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I. INTRODUCCION:

La cirrosis hepatica constituye uno de los principales problemas de salud en el
mundo, debido a su alta morbilidad y mortalidad, su prevalencia es variable de un
pais a otro, dependiendo de los factores etioldgicos, la cirrosis se presenta con

mas frecuencia en el sexo masculino, probablemente asociado a la infeccién por

los virus de las hepatitis y el alcoholismo que son mas frecuentes en el varén ).

En la cirrosis, existen algunos estudios donde la incidencia varia entre el 7% y el
10% de la poblacion general, y muchos pacientes no saben que la padecen, hasta

que sufren una descompensacion y entonces se hace evidente .

A nivel mundial las causas principales de cirrosis hepética son el consumo crénico
de alcohol y la enfermedad viral cronica, y las causas menos frecuentes son las
enfermedades hepaticas autoinmunes (hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria
y colangitis esclerosante primaria), las enfermedades metabdlicas (deficiencia de
alfa-1-antitripsina, enfermedad de Wilson, hemocromatosis, fibrosis quistica) asi

como la esteatosis hepatica no alcohdlica ©.

Las enfermedades hepéticas tienen una importante prevalencia en Latinoamérica,
de una manera similar a lo que ocurre en el resto del mundo. En el Peru segun
analisis de la situacion de salud del 2010, la cirrosis hepética y ciertas
enfermedades cronicas del higado, tienen una tasa de mortalidad de 21,3 por 100
000 habitantes, ocupando el 9°lugar, en orden de magnitud entre las defunciones,
y es la segunda causa de muerte entre defunciones registradas para el grupo

etario de 20 a 65 afos “.

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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El higado es el segundo érgano mas grande del cuerpo, después de la piel, y es el
mayor 6rgano interno, el cual tiene un papel vital para el organismo humano,
presentando multiplicidad funcional metabdlica, digestiva, hemostatica,
inmunolégica y de reserva, con flujo de alrededor de 1 500 mL de sangre por
minuto. Cada uno de los dos I6bulos principales contiene unidades mas pequenas

llamadas lobulillos ©.

El lobulillo hepatico, considerado como la unidad histolégica, es aproximadamente
hexagonal, organizado alrededor de las venas hepaticas centrolobulillares con
cordones de hepatocitos y sinusoides que se irradian hacia afuera, la unidad
funcional del higado, por su organizacién, es el acino hepatico, el cual es
considerado como una pequefia masa parenquimatosa de tamano y forma
irregular, organizada entre dos venas centrilobulillares y cuyo eje consiste de una

arteriola hepatica, vénula portal y vasos linfaticos.®®

Los hepatocitos convierten gran parte del material nutritivo que se lleva al higado
en productos de almacenamiento, como glucdégeno, que se liberan a medida que
el cuerpo requiere glucosa, estas células estan dispuestas en lobulillos en forma

de hexagonos de casi 2 mm de largo y 700 pm de diametro.

Entre las numerosas funciones desarrolladas por los hepatocitos se encuentran: la
sintesis de la mayoria de las proteinas séricas (albumina, proteinas
trasportadoras, factores de coagulaciéon, factores hormonales y de crecimiento),
asi como la produccién de bilis (acidos biliares, colesterol, lecitina, fosfolipidos).
Ademas se encargan de la regulacién de los nutrientes (glucosa, glucégeno,
acidos grasos, aminodcidos), como del metabolismo y conjugacién de los
compuestos lipofilicos (bilirrubina, cationes, farmacos), para excretarlos por la bilis

o la orina; asi mismo, del almacenamiento de vitaminas A, vitamina D, vitamina

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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B12 y minerales como el hierro en forma de ferritina ¢,

Las funciones del higado relacionadas al metabolismo de las grasas son la
oxidacién de los acidos grasos, para proveer energia y la sintesis de colesterol.
Para extraer la energia de las grasas neutras, primero se escinde la grasa en
glicerol y acidos grasos, luego, estos se rompen por la b- oxidacién en radical
acetilo de dos carbonos que forma la acetil CoA, estd a su ve ingresa al ciclo de
Krebs para oxidarse y liberar energia. La p—oxidacion puede suceder en toda las

células de nuestro cuerpo, pero principalmente sucede en el higado ©.

El higado, por si mismo no puede utilizar acetil CoA , en su lugar es transformada
en acido aceético, un acido soluble, que pasa al liquido extracelular y luego
transportado a los tejidos, estos tejido transforman el acido acético en acetil-CoA
y después ingresa al ciclo de Krebs para oxidarse y liberar energia, de esta

manera el higado se responsabiliza del metabolismo de las grasas ©

Las hepatopatias pueden ser agudas o cronicas, hereditarias 0 adquiridas, estas
se dividen en: hepatitis virica aguda, hepatitis fulminante, hepatitis crénica,
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), hepatitis alcohdlica y cirrosis, hepatopatias

colestaticas, trastornos hereditarios y otras hepatopatias ©.

En todos los 6rganos y tejidos se producen episodios de lesion en repuesta a la
accién de diferentes tipos de noxas. En el caso concreto del higado, estas noxas
pueden ser de tipo metabdlico, toxico, microbiana, circulatorio y neoplésico,
capaces de producir lesiones celulares en el higado, que conduciria una alteracion
funcional, que puede pasar de ser un proceso agudo a uno crénico,
manifestandose principalmente con la muerte de las células parenquimatosas
(hepatocitos) tanto por necrosis como apoptosis independiente del agente

etiolégico 1017,

La cirrosis es considerada una presentacion asintomatica hasta que se manifiesta

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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las complicaciones con ictericia, eritema palmar, ascitis, hedor hepético, anorexia,

pérdida de peso entre otras y por consecuencia a la muerte (12,

Las caracteristicas de la cirrosis alcohdlica, son variables, los sintomas pueden
ser asociados a la hepatitis alcohdlica; aunque también son posibles la hemorragia
gastrointestinal, la encefalopatia hepatica o la hipertensién y otros sintomas
asociados a la afectacidon hepatica. Ademas, los pacientes pueden presentar
ascitis, acumulacion de liquido, proteinas séricas y electrolitos en la cavidad
peritoneal debida al aumento de la presion por hipertension portal y la disminucién
de la sintesis de albumina (responsable de la presion osmética coloidal en suero).
Habitualmente, la biopsia hepatica detecta cirrosis micronodular, aunque puede

ser macronodular o mixta ©.

Los mecanismos mas comunes implicados en la patogenia y/o desarrollo de estas
lesiones hepaticas destacan los siguientes: la activacion de las células de Kupffer
y el reclutamiento de células inflamatorias (neutréfilos y monocitos); la aparicién de
estrés oxidativo debido a la formacion de radicales libres; la produccion de
citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y, por ultimo, la liberacion de mediadores lipidicos de
inflamacion derivados del acido araquiddnico, como las prostaglandinas (PG), los

leucotrienos (LT) y el factor de activacion de las plaquetas (PAF)!'?.

Los radicales libres (RL), se puede definir como una especie quimica, neutra o
cargada, cuya capa periférica contiene uno o mas electrones desapareados,
situacién que le confiere gran inestabilidad desde el punto de vista cinético y
energético, induciendo a la sustraccion de un electron, de moléculas estables, con
el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Aunque su vida media es
realmente corta, desde milisegundos a nano segundos, en cada reaccion de
oxidacién con otro atomo o molécula, un RL puede generar varias formas de RL

con diferente nivel de estabilidad y toxicidad '*.

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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La sustancia antioxidante mas importa intracelular es mediano por el glutation
(GSH), este es una tripeptido (GSH, gama-L-glutamil-Lcisteinil- glicina) que
protege a la célula de diferentes especies oxidativas. El contenido hepético del
GSH oscila entre 5 y 10 nmol/L y esta influenciado por varios factores como: La
disponibilidad de aminodcidos precursores, la actividad de gama glutamilcistein
sintetasa (GGCH), el flujo de GSH desde el higado, el uso intracelular del GSH
como agente reductor de perdxidos toxicos, la conjugacién con metabolitos

(15 Asi como la

electrofilicos y por la combinacion de todos estos factores.
interaccion sinérgica de su actividad con otros agentes antioxidante como la

vitamina C, E y la Superoxido dismutasa (SOD)""®.

El desbalance de este equilibrio en el organismo, debido a una mayor produccién
de especies reactivas (EROS) y/o una menor capacidad de los antioxidantes,

conduce al estrés oxidativo ')

La determinacién de los niveles de grupos sulfhidrilos no proteicos (GSNP), es un
indicador de proteccién antioxidante a nivel hepatico, siendo el glutation (GSH) el
componente mayoritario de los compuestos con grupo sulfhidrilo no proteico (95-
98%) “1).

El proceso de peroxidacion lipidica comienza con un ataque del radical libre a un
doble enlace asociado a un acido graso poliinsaturado. Esto resulta en la remocion
de un hidrogeno de un grupo metileno (CH») lo que determina el proceso de
iniciacion de la peroxidacion lipidica. El siguiente paso es la propagacién, donde
se produce un reordenamiento molecular, formando el radical peroxilo. Este
finalmente ingresa a la etapa de terminacién, donde es capaza de remover atomos
de hidrogeno formando hidroperéxidos lipidicos, los cuales daran origen
finalmente a la formacién de aldehidos de cadena corta. Dentro de los productos
de las reacciones de oxidacion que se formarian durante la peroxidacion lipidica
se encontrarian el malonildialdehido y los 4-hidroxialquenos, los cuales servirian

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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como marcadores de la accion del estrés oxidativo 1®,

El indice de peroxidacion lipidica se mide por el test del acido tiobarbiturico (TBA),
gracias a ser un test rapido y simple. El test de TBA determina entre otros la
cantidad de malondialdehido, un producto importante de la peroxidacion lipidica en

una muestra ©7,

La determinacion de los niveles de lipoperoxidacion, es un indicador de lesion de
los tejidos inducido por especies reactivas al oxigeno, que es medido por medio de

las especies reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARs) 839

El alcohol se metaboliza casi exclusivamente por dos vias a nivel higado la
primera por la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la segunda el sistema microsomal
oxidativo del alcohol (MEOS). Se ha demostrado que ambas vias enzimaticas

tienen multiples e importantes consecuencias nutricionales y metabdlicas en los

pacientes que ingieren cantidades abusivas de alcohol. '®

La via alcohol deshidrogenasa (ADH) convierte el alcohol en acetaldehido, una
sustancia potencialmente toxica. La rapidez de este paso metabdlico depende en
parte de los factores nutricionales; por ejemplo, la dieta baja en proteinas reduce
los niveles hepaticos de ADH y consecuentemente, disminuye la metabolizacion
del alcohol. Este efecto también se ha observado en animales de experimentacién
sometidos a ayuno prolongado, por tanto, se asume que en un paciente alcohdlico
con malnutricién se ralentiza la degradacién del alcohol y, secundariamente, sus
niveles en sangre se mantiene elevados durante més tiempo; esta alcoholemia
proporciona un mayor oportunidad de lesiones cronicas en el higado y otros

érganos (pancreas, cerebro, rifiones) (9.

El metabolismo de alcohol por la via de la ADH genera acetaldehido y atomos de
hidrogeno. Estos atomos reaccionan con el NAD* y la convierten en un producto
(NADH). Si la degradacion enzimatica del alcohol generara mucha NADH, el

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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desequilibrio NAD*/NADH" puede causar graves errores metabdlicos como una
sintesis anormal de acido lactico y la consecuente reduccion de la capacidad
excretora de acido urico por el rifidn por tanto, la ingestion excesiva de alcohol
puede causar gota, por otra parte, el aumento de NADH" promueve la sintesis de
acidos grasos y reduce su degradacion metabdlica en el higado, por lo que
contribuye causalmente a lo formacion de un higado graso (esteatosis). Otros
factores cooperativos son, la excrecion disminuida por el higado de grasas con
contenido proteico, la liberacion de grasa en otros érganos y transporte al higado,
y la captacién aumentada por el higado de las grasas circulantes en la sangre. El
resultado de todos estos procesos es el higado graso, que constituye la primera

forma de lesién hepatica causada por el alcohol. 19

En fases avanzadas de la lesiéon hepatocelular, el NADH" induce la sintesis de
colageno y la subsiguiente transformacion fibrosa del higado a través del estimulo
de la proliferacion, maduracion y diferenciacion de las ceélulas estrelladas

hepaticas ).

En el sistema MEQOS, las enzimas en los microsomas hepaticos adquieren
relevancia metabdlica en los pacientes con ingestién crénica y excesiva de
alcohol; este sistema microsomal es asimismo de importancia decisiva en el
metabolismo y eliminacion de multiples farmacos. Debido a ambas razones
expuestas, la activacién del sistema MEOS por el alcohol puede acarrear una
alteracion en el metabolismo de ciertos farmacos y contribuir a que se produzcan
interacciones nocivas que acaben provocando una dafno hepatocelular grave, el
componente del sistema MEOS decisivo para el metabolismo del alcohol es el
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), cuyos niveles intrahepaticos aumentan
sustancialmente tras la ingestién de etanol. La actividad aumentada del CYP2E1
contribuye al desarrollo de hepatopatia crénica, la cual se manifiesta inicialmente
en forma de esteatohepatitis (deposito de grasa mas inflamacién). Adicionalmente,
el metabolismo del alcohol a través del sistema MEOS también puede producir

Albino Edder Giordano Torres Montafiez
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dano hepéatico mediante la generacidbn de sustancias toxicas, como especies
reactivos del oxigeno (ROS), o por reduccién de los niveles intrahepatico de
sustancias protectoras como el glutatién reducido (GSH) y la vitamina E (a-
tocoferol). Asi, los pacientes cirréticos tienen unas concentraciones muy

disminuidas de vitamina E en el higado ©.

En los dultimos anos se han encontrado algunos alimentos con potencial
antioxidante, que ayudan a las personas que sufren esta patologia tengan la

opcidn de consumirlos en su dieta.

La ciruela de huesito (Spondias purpurea), es originario de América tropical, su
fruto deriva de un arbol perenne que pertenece al género Spondias, a la especie
purpurea y de la familia de las Anacardiaceas, posee dos variedades: amarilla y

roja; la pulpa es amarilla algo acida y astringente, jugosa y de agradable aroma.
(21)

Su arbol puede llegar a medir hasta 20 metros, en zona seca es mas pequefo y
lleno de ramas en forma de espinas solitarias o en grupo. Se le da otros nombres
en otros paises como: Jocote, jocote iguanero, sismoyo. Posee Hojas
imparipinnadas, de 5 a 12 pares de foliolos, glabros, variables en tamarno,
opuestos o alternos. Apice agudo, redondeado. Base aguda, obtusa o asimétrica.

Borde entero o levemente aserrado. ?"

La ciruela de huesito es rica en vitamina C, tiene un sabor agradable que se come
natural o en mazamorra, mermelada, helados, natilla, y recientemente se fabrica
vino con esta fruta. En la mermelada esta fruta tiene un sabor parecido al de la
ciruela comun europea. Este tipo de ciruela debe su nombre a la semilla que es
una nuez en forma de hueso, de color amarillo igual que la jugosa pulpa, que a su
vez esta recubierta de una delgada capa mas dura que la pulpa que puede ser
amarilla o roja y se considera con gran potencial economico ya que puede ser

materia prima para la industria de la refresqueria, confituras y frutos
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deshidratados. "

No hay suficientes estudios donde se evidencie el efecto protector de la de
Spondias purpures (ciruela).

Los estudios realizados por Diplock 1991, Manach 2004 y Gema 1999, sefalan
que la ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitamina C, E
y compuestos fitoquimicos como los flavonoides, previenen o disminuyen el
desarrollo de ciertas enfermedades cronicas degenerativas, sefialando que una
dieta, con predominio de vegetales, aumenta la defensa antioxidante del

organismo, evitando asi el dafio oxidativo. 2%

El estudio realizado por Beserra M. 2011, Gregoris E. 2013 se comparé el
contenido de compuestos fendlicos, vitamina C, antocianinas y la actividad
antioxidante de frutas, cultivadas en el noreste de Brasil. La ciruela fue la segunda
fruta que presentd el mayor contenido total de antocianinas, también contenia
cantidades moderadas de &cido ascorbico y por ultimo presento una moderada

capacidad antioxidante 22,

En otro estudio realizado por Engels C. 2012, fueron extraidos acidos fendlicos y
flavonoles O-glucésidos de las cascaras de frutas jocote (Spondias purpurea L.,
Anacardiaceae) cosechados en Costa Rica y fueron caracterizados usando UPLC.
Ademas de los acidos fendlicos, se detectaron varios O-glucésidos de quercetina,
kaempferol, kaempferide y ramnetina. Este es el primer estudio sobre la
composicién fendlica de jocote ¢,

En otro estudio, realizado por Tiburski J. 2011, se evalu6é las propiedades
nutricionales del jobo (Spondias mombin L.) y se concluyé que la pulpa de jobo
tiene altos niveles de potasio, magnesio, fésforo y cobre cuando se comparan con
otras frutas. También presenta los niveles mas altos de compuestos fendlicos,

mostrando también un alto contenido de carotenoides ?®.
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En otro estudio realizado por Miranda E. 2012, se evalué la actividad microbiana
de los extractos etandlico de la hoja y corteza de cuatro plantas utilizadas, donde
se demostr6 que la ciruela (Spondias purpurea L) presentd actividad

antimicrobiana ©°.

Un estudio, realizado por Dantas A. 2012, se evalué a toxicidad aguda y la
actividad anti-Ulcera de extracto de etanol de Spondias purpure (ciruela) y tuvo
como resultados que el extracto de etanol de la S. purpurea reduce ulceraciones

en todas concentraciones administradas y no promueve cambios en el volumen o

el pH gastrico .

Teniendo en cuenta todo lo dicho anteriormente se evalu6 el efecto
hepatoprotector del zumo de ciruela (Spondias purpurea) en ratones machos y asi
entraria en la lista de frutas y plantas que podria consumir una persona que tenga
enfermedades hepaticas. Ver anexo 2.
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Il. Hipétesis y objetivos:
2.1. Hipotesis:

El zumo de fruta de Spondias purpurea (ciruela) variedad Roja, presenta
efecto hepatoprotector en ratones inducidos a toxicidad por consumo de
etanol.

2.2. Objetivos:
2.2.1. Objetivo general:

e Determinar el efecto hepatoprotector del zumo de Spondias purpurea
(ciruela) variedad roja en ratones inducidos a toxicidad por Etanol.

2.2.2. Objetivos especificos:

e Determinar el efecto del zumo de Spondias purpurea (ciruela) variedad roja
sobre los marcadores del estrés oxidativo en el tejido hepatico en ratones
inducidos a toxicidad por etanol.

e Determinar el efecto del zumo de Spondias purpurea (ciruela) variedad roja
sobre la morfologia del tejido hepatico en ratones inducidos a toxicidad por
etanol.

11
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lll. Metodologia:

3.1 Tipo de investigacion: Argimon

(32)

Segun la finalidad el estudio es analitico

Por la secuencia de estudio es experimental.

Por el inicio del estudio en relacién a los hechos es transversal.

3.2 Materiales:

v Material biolégico:

v' Equipos:

Ratones albinos de laboratorio (Mus musculus) cepa
Balb/c/CNPB,

Fruto de Spondias purpurea (ciruela).

Homogenizador marca: Ultra—Turrax; modelo: IKA-T10BASIC
Espectrofotdmetro marca: GREETMED; modelo: NV203
Centrifuga: GREETMED; modelo: GTT119-300

Balanza analitica modelo: RADWG®; modelo: WTB200.

Bano Maria marca: AVALIER; modelo: VL-32.

v Reactivos y farmacos:

Etanol Spectrum
2 — Thiorbarbitursauren Acid ; Merck

Trichloroacetic Acid ; Mallinckroclt AR

12
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e Silimarina Genfar 150mg

e Trizma Base; Sigma

e 5,5 -Dithio -bis (2-nitrobenzoic Acid) Sigma
e 2 —tio-barbituric Acid Merck

e Ethylene dinitrilotetraacetic Acid Disodium Sal dihidratade
Merck

3.3. Definicion de variables y operacional de variables

3.3.1 Definicion de variables

A) Variable independiente: Zumo del fruto de Spondias purpurea (ciruela)

Se entiende por zumo al extracto sin fermentar, pulposo, turbio o clarificado,
destinado a consumo directo, obtenido por procedimiento mecanico a partir de

fruta madura y sana.
B) Variable dependiente: Efecto hepatoprotector

Es la proteccion del higado frente a la variacidon de la defensa antirradicalarios del

organismo por efectos nocivos de xenobioticos. (34-36)
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3.3.2 Operacional de variable:

Variable Dimensiones Indicadores Categorias/Puntos | Escala de
medicion
Independiente Administraciéon del zumo Razén
de Spondias purpurea e 1mlL/kg
(grupo V)
Zumo de fruta e 10mL/kg
de la
Spondias (grupo V)
purpurea
Dependiente e Marcador del
estrés e Grupo sulfidrilo no Razdn
oxidativo proteico (10% pg/g)
Razoén
e Lipoperoxidacion
(nmol/g) Comparados con
Efecto el grupo ly Il
Hepatoprotect
or Razén
e Morfolégico e Indice hepatico
* CGambios Nominal

citoarquitectura

3.4. Métodos:

3.4.1Recoleccion y preparacion de la muestra:

La ciruela (Spondias purpurea), se recolecto en el estado de maduracién

comercial en el mercado N°3 — Chorrillos, Lima, la cual procede de la provincia de

Pisco — Regién de Ica. El zumo se obtuvo por presion manual y se colé con un

tamiz fino. Después el zumo fue colocado en un frasco ambar para su proteccion a

la luz, dicho zumo fue preparado nuevamente durante la fase de tratamiento

desechandose lo sobrante. Ver Anexo 3
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3.4.2 Condicionamiento de la unidad de estudio:

Para el ensayo se utilizaron 40 ratones machos albinos (Mus musculus) cepa
Balb/c/ CNPB, machos con un peso promedio de 3015 g, provenientes del Instituto
Nacional de Salud (INS), los cuales fueron colocadas en jaulas individuales, a
temperatura controlada entre 22 °C los cuales tuvieron un periodo de adaptacion
de 5 dias previo al ensayo, durante este tiempo recibié alimentacion balanceada
del Centro de Produccion de la UNALM y agua ad libitum.

3.4.3. Tratamiento e induccidn a la hepatotoxicidad:

Se emple6 el método propuesto por Sandoval 2008 para inducir la toxicidad por
etanol al 5% en solucion glucosada 5% colocado en bebedero para consumo ad

libitum @7,

Para demostrar el efecto hepatoprotector, se administraron los tratamientos via
peroral durante 5 dias, los cuales estaban constituidos por zumo de ciruela
(Spondias Purpurea) variedad roja, Silimarina a dosis 100 mg/kg.

Cuadro N°1 Tratamiento administrado a los grupos

Bebedero Tratamiento( Via Peroral)
Grupo | S. Glucosada 5% Suero fisiolégico 10 mL/kg
Grupo Il Etanol 5% Glucosa 5% Suero fisiologico 10 mL/kg
Grupo lll Etanol 5% Glucosa 5% Silimarina 100 mg/kg
Grupo IV Etanol 5% Glucosa 5% zumo 1 mL/kg
Grupo V Etanol 5% Glucosa 5% zumo 10 mL/kg
15
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Concluido el periodo experimental, los animales, fueron sometidos a un ayuno
previo de 14 horas y posteriormente fueron anestesiados con Pentobarbital via
intraperitoneal. Inmediatamente se realizd laparotomia abdominal para extraer el
higado. Ver anexo 4

3.4.4 Determinacion de los marcadores del estrés oxidativo.

Para la determinacién de los marcadores bioquimicos se prepar6 los siguientes

homogenizados de higado:
e Homogenizado para lipoperoxidacion

Se pes6 0,158 = 0,016 g de tejido hepatico y se homogenizado a un volumen final
de 3 mL con buffer fosfato 0,01M pH 7,4.

¢ Homogenizado para GSNP

Se pas6 0,158 £ 0,016 g de tejido hepatico en un volumen final de 3 mL con EDTA
0,02 mol/L helado.

e Determinacion de los niveles de lipoperoxidacion (TBARS)
Se empled el método de Buege y Ust (1978) ®® y modificado por Suarez (1995) “V
Fundamento

Mediante la reaccién de dos moles de acido 2-tiobarbiturico con una mol de
malondialdehido, aldehido mas significativo en dicha reaccién, que es producto de
la lipoperoxidacion de los acidos grasos, principalmente de membranas, y que al
reaccionar con el acido tiobarbiturico, forma un complejo coloreado (color rosado)
con una absorcién maxima a los 535 nm, la intensidad de esta coloracion sera

proporcional al grado de lipoperoxidacion de los acidos grasos.
Protocolo

Para esta técnica se tomd 0,4 mL de homogenizado del higado y se agregé 0,8
mL de &cido tricloroacetico al 20% en un tubo con tapa, el cual fue sometido a
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ebullicion por 10 minutos en bafo Maria, luego se retird y enfri6 con agua.
Posteriormente se le agreg6 1,2 mL de acido 2- tiobarbiturico al 0,67% en HCI

0,25 N, y se llevé a bano Maria hirviente por 20 minutos, luego se retird y
centrifugé 3500 RPM por 15 minutos.

La absorbancia del sobrenadante se midié en el espectrofotometro a 535 nm.

Para los calculos se utilizo el coeficiente de extincion molar 1,56 x 10° mol'em™ L

del complejo coloreado formado por el malondialdehido-tiobarbiturico.

Los resultados se expresaron como nmol/g de peso de tejido humedo y porcentaje

de inhibicion, mediante la siguiente formula:

VBX: volumen de la reaccion 1,8 mL

E: Coeficiente de extincién molar 1,56 x 105 M cm”
V: volumen del homogenizado para reaccion 0,3 mL
L: longitud e la cubeta 1 cm.

VH: volumen del homogenizado 5 mL

W: peso del tejido para el homogenizado, aproximadamente 0,5 g.

% X100

Gll: Grupo control positivo

Gtto: Grupo en tratamiento

17
Albino Edder Giordano Torres Montafiez



Efecto hepatoprotector del zumo de fruta Spondias purpurea (ciruela) variedad roja en ratones
inducidos a toxicidad por etanol

e Determinacion de grupos sulfihidrilo no proteico (GSNP)
Se aplicé el método de Sedlak y Lindsay 1968“%
Fundamento

La oxidaciéon de los grupos sufhidrilos por el acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)
(DTNB), produce la formacion de un mol de acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), que

fue leido a 412 nm.
Protocolo

Para esta técnica se tomé 0,5 mL del homogenizado en un tubo de centrifuga,
imL de &cido tricloroacetico al 50% (TCA) y 0,4 mL de agua, se mezcla y se
reposo por 15 minutos, luego se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos. Se tomo 0,5
mL del sobrenadante y se agreg6 2 mL de buffer TRIS 0,4 mol/L, pH 8,9 luego se
anadi6 0,025 mL de DTNB 0,01 mol/L y mezclo.

Luego fue leido a 412 nm antes de los 5 minutos, y se procede a registrar las
absorbancias, se expresa los resultados como ug-GSH/mL/g de tejido y porcentaje

de incremento, el cual fue determinado por la siguiente formula:

FC: 65,676 p mol%

ABS (yr.g): absorbancia de la muestra problema restado del blanco reactivo.
VH: Volumen del homogenizado (2 mL)

Vrxp: volumen de la reaccioén precipitante (2,2 mL)

VRf: volumen de la reaccién final (2,525 mL)

Woec: peso del tejido hepético

\sn-\volumen.del.sobrenadante(0.5ml.)
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% x 100

Gtto: Grupo en tratamiento.

Gill: grupo control positivo.

3.4.5 Determinacion de los marcadores morfolégicos
A) indice hepatico

Una vez extraido el higado fue lavado en solucién fisiolégica y se secé en papel
adsorbente, posteriormente, se peso6 todo el érgano en una balanza analitica para

determinar el indice hepatico mediante la siguiente formula:

i —x 100

W higado: peso del higado

W animai: peso del animal

B) Histoldgico:

Del I6bulo mayor se secciono una porcién el cual fue conservado en formol al 10%
tamponado con NaCl 0,9%, las muestras fueron procesadas en el Instituto de
Patologia de la UNMSM sede Hospital Arzobispo Loayza. Las laminas fueron
leidas por el Dr. Ernesto Raez, se considerd los aspectos: estructura, espacio
portal de Kiev, células de Kupffer, conductos biliares y los hepatocitos.
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4.5 Analisis de datos

Los datos fueron procesados en el paquete estadistico SPSS versién 19,
aplicando la prueba de normalidad de Shapiro Wilks para determinar si presentan
distribucién simétrica los datos de cada indicador. Los indicadores con distribucién
simétrica se aplicé la prueba de ANOVA, en caso contrario (asimétrica) se aplicd

la prueba de Kruskal - Wallis con un p valor 0,01 y p valor 0,05.

4.6 Aspectos éticos.

Todo experimento, investigacion y docencia con animales solo puede tener lugar
en centros de educacion superior y centros especializados publicos y privados, las
medidas de bienestar de animales utilizados en actos de experimentacion,
investigacién y docencia estan basadas en las buenas practicas de manejo,
bioseguridad y bioética de acuerdo con la especie animal, las cuales deben
especificarse por el Ministerio de Agricultura y Riego “2.

20
Albino Edder Giordano Torres Montafiez



Efecto hepatoprotector del zumo de fruta Spondias purpurea (ciruela) variedad roja en ratones
inducidos a toxicidad por etanol

IV. RESULTADOS:

Al aplicar la prueba de normalidad de Shapiro Will se encontr6 que los indicares
indice hepatico, lipoperoxidacion y grupos sulfhidrilos no proteicos presentaron
una distribucion simétrica, por consecuencia se le aplico la prueba de ANOVA y

comparaciones multiples.

4.1 Niveles de lipoperoxidacion en tejido hepatico

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar Lipoperoxidacion en homogenizado

de higado de ratones segun grupo de tratamiento

Grupo de tratamiento Tratamiento -rrﬁw%ll:;gs % de incremento
Grupo | Control negativo 19,49+3.25° --
Grupo Il Control positivo 25,52+1.23 30,93
Grupo I Silimarina 100 mg/kg 26.52£3.53 36,07
Grupo IV Dosis 1 mL/kg 29,69+3.42 51,87
Grupo V Dosis 10 mL/kg 28,98+2.27 48,69

Media + de (n=8)
(a) p< 0,01 comparado con el grupo I
ANOVA (p<0,001). Tukey HSDa

La administracién de etanol al 5% del grupo Il (control positivo) incrementd los
niveles de lipoperoxidacion expresado en TBARS, respecto al grupo | (Control

negativo).

El tratamiento con silimarina y el zumo a diferentes dosis, incrementé los
niveles de este indicador, mostrando valores mayores al grupo Il (control

positivo).
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4.2 Niveles de los grupos sulfhidrilos no proteicos:

Tabla 2: Promedio y desviacion estandar de los Grupos sulfhidrilo no
proteico (GS-NP) en homogenizado de higado de ratones segun grupo de
tratamiento

Grupo de tratamiento Tratamiento G§NP % de incremento
10°u9/g
Grupo | Control negativo 34,50+3.99 --
Grupo |l Control positivo 30,8746.72 --
Grupo llI Silimarina 100mg/kg 33,03+4,82 7,00
Grupo IV Dosis 1 mL/kg 37,4845,11 21,41
Grupo V Dosis 10 mL/kg 32,19+7,69 4,28

Media + de (n=8)
ANOVA (p<0,001). Tukey HSDa

La ingesta de etanol al 5% del grupo Il (control positivo) redujo los niveles de
GS-NP en el tejido hepatico comparado con el grupo | (control negativo), sin
llegar a ser significativo.

La administracion de silimarina (grupo lll) a la dosis 100 mg/kg mostrd valores
similares al grupo |, sin embargo no present6 diferencia significativa con el
grupo Il.

El tratamiento con 1 mL/kg de zumo de ciruela (grupo IV) increment6 los
niveles de GS-NP, sin embargo a la dosis mas alta 10 mL/kg (grupo V), este
indicador mostré niveles mas bajos, sin llegar a ser significativo.
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4.3 indice hepatico:

Tabla 3: Promedi6 y desviacion estandar del indice de crecimiento del
tejido hepatico

Grupos Tratamiento %hepatico % de incremento
Grupo | Control negativo 4,75+0,65% -

Grupo I Control positivo 6,40+0,89 34,74
Grupo llI Silimarina 100mg/kg 5,01+0,702 5,47
Grupo IV Dosis 1 mL/kg 6,3910,48 34,52
Grupo V Dosis 10 mL/kg 6.05+0,34 27,67

Media + de (n=8)
(a) p< 0,01 comparado con el grupo Il
ANOVA (p<0,001). Tukey HSDa

Se observa que tras la ingestidén de etanol al 5% ad libitum, el grupo Il (control
positivo) tuvo un incremento de la masa del tejido hepatico tal como se observa
al comparar con el grupo |, p < 0,01

El tratamiento con silimarina 100 mg/kg + etanol redujo el incremento del
higado (5,47%) comparando con el grupo Il (control positivo), esta diferencia
alcanzo a ser significativa, p<0,01.

El tratamiento con el zumo de ciruela a la dosis de 10 mL/kg (grupo V) causd
un incremento menor en comparacion al grupo Il, sin llegar a ser significativo.
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4.4 Histoldgico:

Grupo I: Los cortes histolégicos presentaron una estructura moderadamente
alterada, los vasos sanguineos (arterias y venas) con apariencia normal,
conductos biliares semiobstruidos y los hepatocitos con nucleos pulverulentos, con
algunos nucleos pignoticos. Con un diagnostico final de inflamacién hepatica leve.

Grupos IlI: Algunos cortes presentaron cogestion de espacios intersticiales con
glébulos rojos, algunos cortes presentan espacio portal de Kiev, conductos biliares
casi obstruidos, presentaron algunas arterias y venas congestivas y presencia de
hepatocitos de nucleos pignoticos pulverulentos y algunos en via de coagulacién,
con diagnostico final de hepatitis toxica inicial.

Grupos lll: Se evidencié una estructura alterada y muy irregular, Congestion y
microabcesos, algunos cortes presentaron espacio portal de Kiev, con una ligera
presencia de células de Kiuffer, conductos biliares de aspecto normal y presencia
de hepatocitos con nucleos pulverulentos y pignoticos, con diagnostico final de

hepatitis toxica moderada.

Grupo IV: Se evidencié una estructura muy alterada en algunos casos ya en
higado graso, con presencia de algunos conductos biliares, Hepatocitos con
nucleos pignoticos y puntiformes y en algunos casos gran cantidad de células
grasas, con diagnostico final de higado graso inicial.

Grupo V: Se evidencidé una estructura con un desorden total, en algunos casos va
a necrosis por partes, hepatocitos pulverulentos con gran cantidad de células
espumosas, ausencia de nucleos, en algunos casos con areas de apoptosis, con
un diagnosticé final de higado graso total.
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V. DISCUSION:

En los ultimos afios la comunidad cientifica ha puesto mayor énfasis en los
estudios de plantas y/o alimentos con potencial terapéutico, con la finalidad de
prevenir o coadyuvar en el tratamiento de las enfermedades, principalmente de
indole crénica degenerativa, siendo estas propiedades atribuidas a sus

componentes quimicos “%

En la presente investigacion se ha evaluado la
actividad hepatoprotector del zumo del fruto de la Spondias purpurea (Ciruela) en

ratones machos inducidos a toxicidad por etanol al 5% ad libitum.

En el grupo Il (control positivo) se ha observado un incremento del indice hepético,
una disminucién del GSNP, un incremento del TBARS y un diagnéstico histolégico
de hepatitis toxico inicial.

Estos resultados observados en el grupo Il estan relacionados con el metabolismo
del etanol, que es principalmente metabolizado por tres sistemas enzimaticos, la
alcohol deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomal de oxidacién del etanol
(MEQOS) principalmente por el citocromo P450 (CYP) 2E1 y las catalasas (CAT);
estos sistemas generan acetaldehido como metabolito primario, pero solo el
MEQOS produce ROS, las cuales conducen a la oxidacion de diversas sustancias
como DNA, proteinas y &cidos grasos poliinsaturados 4.

Se sabe que el acetaldehido provoca una gran cantidad de efectos altamente
perjudiciales y es catabolizada por el acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) la cual
se encuentra distribuida en todos los érganos, ya que, a diferencia de la ADH, que
se localiza principalmente en el higado. Otra de las diferencias fundamentales
entre la ALDH y la ADH es que la primera se sitta en los microsomas,
mitocondrias y no solo en el citosol como la ADH. La ALDH cataliza de forma

irreversible el acetato, junto con el incremento de la relacion NADH*/NAD*

producido en mitocondria que permite un elevado metabolismo del etanol “°).

Cuando aumenta la razon NADH'/NAD", la beta oxidacién se detiene, por lo
tanto el higado no lo puede oxidar y se llena de grasa (lipogenesis), a través de la
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inhibicién del receptor a (PPAR-a), AMP quinasa y la estimulacion de un esterol
vinculado a una proteina de trascripcién unida a la membrana, la combinacion de

estos efectos dan lugar al almacenamiento de grasa en el higado “©.

Uno de los principales mecanismos involucrados en el desarrollo y en la
progresion de la hepatopatia alcohodlica es el estrés oxidativo ocasionando una
deplecion de los sistemas antioxidantes del hepatocito, especialmente, el glutation
mitocondrial, alterando el balance entre s-adenosil metionina y s-adenosil
homocisteina y produciendo peroxidacion lipidica. Los productos resultantes de la
peroxidacién lipidica junto al acetaldehido y diversas proteinas dan lugar a la

formacion de neoantigenos que intervienen en la respuesta inmune “*.

El estrés oxidativo también estimula la liberacion de citocinas (IL-6 y 8, TNF-a,
factor transformante de crecimiento beta y factor de crecimiento derivado de las
plaguetas) por parte de las células de Kupffer y hepatocitos originando una

actividad proinflamatoria y fibrogénica que también favorecen el dafio hepatico “*”.

Algunos de estos resultados obtenidos en el grupo Il ha sido reportado por
Sandoval 2008 en donde los ratones tras ingerir etanol al 5% mostraron un mayor
incremento del tamano del higado y de los niveles de lipoperoxidacion,
demostrando hepatomegalia tras la ingesta de etanol ad libitum por tres dias ©7.
Zhenyuan Song 2006 reportd que ratones tratados con etanol a una dosis de (200
mg/kg) via oral, mostraron una disminucion significativa concentracién de GSH
hepatico y un incremento de la lipoperoxidacion (TBRAS), en comparacién con el
control “®. Similares resultados encontré Alikunjhi 2011 en donde las ratas tras
ingerir etanol al 20% via oral, mostro una disminucién de los niveles de GSH, a
nivel histolégico presenté una fibrosis proliferativa “?. En otro estudio realizado por
Abdulahad Dogan 2011 reporto que las ratas tras ingerir alcohol al 20% via oral,
los niveles lipoperoxidacion expresado en malondialdehido (MDA) en el grupo
etanol se incrementd, los niveles de GSH hepatico mostrd un incremento en este

mismo grupo 2.
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A nivel histolégico, estudios reportan que los ratones que solo recibieron el
tratamiento con etanol mostraron mayor dafno celular que el grupo sano,
congestion de la vena centrolobulillar por glébulos rojos, nucleos pignoticos y
pulverulentos, una alteracion alterada de la estructura con congestion de espacios
intersticiales en algunos casos edemas, estos resultados concuerdan con los
estudios histoldgicos realizados por Subhashree Base 2013®" resultados

similares encontramos en un estudio realizado por Daye Cheng 20112,

Con respecto al tratamiento con silimarina + etanol (grupo Ill), se observd un
menor indice hepatico, un aumento de niveles de GSNP vy el diagnostico
histoldgico de hepatitis toxica moderada.

La silimarina es un compuesto de cuatro isémeros flavonolignanos, conocidos
como silibina, isosilibina, silidianina vy silicristina, el isdbmero silibina es el mayor
componente y mas activo, representando entre 60 y 70% del compuesto®, la
silimarina actia de varias maneras, como antioxidante, regulador del glutation
intracelular, estabilizador y regulador de la permeabilidad de la membrana celular,
que impide la entrada de sustancias toxicas a los hepatocitos, es promotor de la

sintesis de ARN ribosémico y la activacién del ARN polimerasa | ®*.

Las interacciones de los compuestos flavonoides con los fosfolipidos en interface
de membrana, contribuyen en la proteccion contra la peroxidacion lipidica, debido
al sistema antioxidante de las células, asi como la estimulacion de la regeneracion

del higado e inhibidor de la trasformacion de las células hepéticas en

miofibroblastos ©°.

Por otra parte, la silimarina disminuye la actividad de las células de Kupffer

(reduciendo la producciéon de radicales superéxido, de Oxido nitrico y de

leucotrienos) y la produccion de glutation, disminuyendo ademas su oxidacién ©”

El glutation reducido (GSH) es el mayor componente de los grupos sulfidrilos no
proteicos (GSNP) aproximadamente del 95 -98%*").

Algunos de estos resultados obtenidos en el grupo silimarina han sido reportado
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en Chia-Hsin Huang 2010 en donde tras ingerir alcohol al 20% combinado con
silimarina a una dosis de (0,25 g/kg) redujo el tamario del higado ©*®, disminuyo el
malondialdehido (MDA) y aumento del GSH, similares resultados fue encontrado
por Sandoval 2008, en donde tras ingerir alcohol al 5% combinado con silimarina a

dosis de 50 mg/100g disminuyo el indice hepatico ©”

, un estudio realizado por
Imran Khan 2012 en ratas donde tras la ingesta de alcohol al 25% combinado con
silimarina a una dosis de 100 mg/kg report6é un incremento de los niveles de GSH,
una disminucion del MDA y una mejora en la necrosis, amplia infiltracion de

linfocitos y en la perdida celular®”.

Con respecto a los grupos que se administré la dosis del zumo de ciruela con
etanol, se observé un menor incrementé del tejido hepatico, un aumento de los
niveles de TBARS, GS-NP y un diagnostico histolégico para la dosis de 1 mL/kg y

10 mL/kg de higado graso parcial y total respectivamente.

Segun algunos estudios sobre la composicion del fruto Spondias purpurea
(ciruela), presenta compuestos fendlicos totales 249,5 mg/kg, vitamina C 29,6
mg/100g, antocianinas 1,35 mg/100g, taninos hidrolizables y B-carotenos (1,3

) 829859 Otros estudios concluyeron que la pulpa de la Spondias mombin

mg/100g
tiene altos niveles de potasio, magnesio, fésforo y cobre cuando se comparan con
otras frutas, mostré efecto antioxidante, mientras que en la cascara se encontraron
acidos fendlicos y flavonoles O-glucésidos, entre ellos se detectaron varios O-
glucésidos de quercetina, kaempferol, kaempferide y ramnetina, con ello se

demostré su potencial antioxidante de este fruto .

La quercetina es un flavonoide con actividad antioxidante, elimina los radicales e
inhibe la liberaciébn diversas moléculas, tales como citoquinas proinflamatorias
(interleucina-1B, IL-1, IL-8 e IL-6), la administracion de quercetina inhibe la
elevacién de la IL-10 que es una citocina antiinflamatoria potente, que de forma
endégena controla la sintesis de varios mediadores proinflamatorios, esta
interleucina en suero se incrementa en el tratamiento con etanol, la quercetina
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también es responsable de la accion anti-inflamatoria y el alivio de la lesién

hepatica en ratas®”.

Se ha demostrado que la administracion con quercetina reduce los niveles de
oxido nitrico y TNF-qa, la cual esta relacionada con la actividad anti-inflamatoria
tras la ingesta de etanol, esto fortalece el efecto hepatoprotector de la quercetina,
este flavonoide quercetina reduce los niveles de los marcadores enzimaticos del
dano hepatico (ALT y AST) causado por la ingesta de etanol. También se ha
observado un menor nivel de MDA y un mayor nivel de GSH en el higado de ratas

tratadas con etanol. ®”

Se ha demostrado que las antocianinas Inhiben la formacién de radicales libres
en el proceso de repercusion; reduce los niveles de MDA, también aumenta los
niveles de GSH y protegen las células cardiacas después de un proceso
isquémico; las antocianinas son capaces de disminuir la actividad del 6xido nitrico

sintasa y los niveles de 6xido nitrico €12,

Los taninos pueden comportarse como antioxidantes y pro-oxidantes,
dependiendo de la concentraciéon y fuente de radicales libres ,Los taninos
hidrolizables se clasifican en acido galico y acido elagico, en donde el &cido
elagico ha sido relacionado como anticancerigeno mediante la inhibicion del
citocromo P450, se ha demostrado que el acido elagico inhibe el metabolismo de
hidrocarburos aromaticos policiclicos y carcinogenicidad en ratones carcin6genos,
ademas induce a un aumento de la actividad de glutatién-S-transferasa (GST) en
el higado. El acido elagico administrado en la dieta aumento la glutation reductasa

en el higado, el acido galico también ha demostrado su efecto quimioprotector 2.

Diversos hallazgos muestran que los [-carotenos presentaron un efecto
antioxidante en la reduccion del estrés oxidativo, disminuyendo los niveles de
MDA en un estado de estrés por hipoxia, ademas de un incremento de los niveles

de GSH comparado con el grupo etanol €4,
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Las plantas que poseen estos metabolitos secundarios (fitonutrientes) también
expresan efecto hepatoprotector como lo reportan por Yanghee You 2010, en
donde tras ingerir alcohol, se observo un incrementé de GSH y una disminucion
del MDA, en el extracto de Taraxacum officinale (diente de le6n) se encontraron
muchos flavonoides entre ellos la quercetina como protector del dafio hepatico €.
Yen-Hung Yeh 2013, reporta que tras ingesta de (CCly) y la Dioscorea alata (Yam
peel), incremento del GSH y disminuyo el TBARS y a nivel histolégico ofrece una
efecto protector contra la necrosis lobular y litogénesis, el autor lo atribuye este
efecto a los encontraron compuestos fendlicos como la quercetina, hesperidina y

fenetil 9.

Sin embargo, Yakup Yayalaci 2014, que tras el tratamiento de etanol y la infusién
de llia platyphyllos (tilo de hoja ancha) ,disminuyé el TBARS , sin embargo los
GSH no mostraron variacién con respecto al grupo tratado con alcohol, esto podria
deberse al estrés oxidativo que puede afectar la funcién de proteccion de los
antioxidantes enzimaticos en los organismos expuestos a alcohol y esto se
deberia a una adaptacion, se detectaron compuestos fendlicos en la llia
platyphyllos (tilo de hoja ancha), principalmente la quercetina, kaempferol y acidos
fenolicos (cafeico)®”, estos resultados concuerdan con lo hallado en nuestro
estudio donde los niveles de GSNP en la mayor dosis (grupo V), fueron bajos
comparando con el de menor dosis (grupo V).

Algunos estudios hacen mencién que la capacidad antioxidante de los flavonoides
podria ser debido a la presencia de dobles enlaces en el anillo C, lo que aumenta
el poder nucleofilico, mientras que la actividad antioxidante de los acidos fendlicos

depende del nimero de grupos hidroxilo en la molécula €.

Las plantas que también presentaron este metabolito, expresan efecto
hepatoprotector como lo reporta Chang-Chien Tang 2013, que observé un
incremento de GSH y una disminucién del TBARS en el mullberry (mora) donde se

encontraron  principalmente antocianinas como  principal flavonoide®.
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Coincidiendo con los resultados encontramos en Hanari-Quispe. R 2015, que
presento una reduccidn del indice hepatico, una disminucion del MDA y en el corte
histoldgico observo el reemplazo de células hepaticas por adipocitos y congestién
en venas centrolobulillares, en donde se administré (CCls), en la Zea mays L
(maiz morado) se identific la presencia de metabolitos secundarios, tales como

aminoacidos libres, taninos y flavonoides, entre ellos destacan las antocianinas

que son los elementos mas reconocido del grupo de los flavonoides .

La disminucién de los valores del GS-NP del grupo que recibi6é solo etanol refirié
una alteracién del tejido hepatico , sin embargo la administraciéon del zumo de
Spondias Purpurea (ciruela) + etanol mostré un efecto protector aumentando los
niveles de GS-NP, sin llegar a ser significativo pero sobrepasando los niveles del
tratamiento con silimarina, en nuestro estudio, este efecto protector sobre el GS-
NP puede ser respaldado por los flavonoides como quercetina, kamferol y
antocianinas con capacidad antioxidante que presenta el zumo de fruta Spondias
Purpurea (ciruela).

En otro estudio reportado por Hazem M.M. Hassan 2012, se observd una
disminucién de los niveles de MDA, en donde las proantocianidinas o taninos
podrian ser responsables del efecto hepatoprotector, debido a su potencial
antioxidante V. Dahiru, D 2008 reporta el aumento de los niveles de glutation
reducido (GR), donde la accién antioxidante de los taninos es por medio de una
formacién polifenol-proteina impermeable o una capa de polisacarido bajo las

cuales ocurre la accién protectora ("2,

Maria Anna Leo 1992, reporta que los B-carotenos es un buen antioxidante a
dosis bajas pero a mayores dosis puede mostrar un efecto prooxidante y si este
efecto prooxidante es combinado con una ingesta elevada de etanol potenciaria la
hepatotoxicidad a nivel enzimatico y a nivel histolégico presentaria gran cantidad

de vacuolas ",

Esto podria explicar porque en nuestro estudio la administracion con la dosis mas
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alta (10 mL/kg) del zumo de Spondias Purpurea (ciruela) disminuyé los niveles de
GS-NP comparado con la dosis mas baja (1 mL/kg) y también se observé un
aumento del TBRAS en las dos dosis de tratamiento y con respecto al histolégico

se ve un mejor prondstico de la dosis mas baja.

La administracién de la dosis mas alta del zumo de fruta Spondias purpurea
(ciruela) y etanol presento una reduccion del indice hepatico comparado con el
grupo etanol, sin llegar a ser significativo y sin llegar a alcanzar los valores del
grupos silimarina, esto se debe al efecto protector de los flavonoides presentes en
el zumo de Spondias purpurea (ciruela), como quercetina, antocianinas y taninos.

Algunos de los mecanismos a través de los cuales los flavonoides ejercen sus
acciones prooxidantes, es la generacion de EROS que puede afectar las funciones
de los componentes del sistema de defensa antioxidante: glutation y glutation-S
transferasa. En un estudio reporta que la formacién de quelatos de Cu y OH’
aumenta la oxidacién de flavonoides (quercetina y kamferol), esto ocasionaria un
efecto prooxidante y ademas esta determinado por las condiciones del ensayo, la
concentracion efectiva que se alcance en el sitio donde las EROS son formados,
la estabilidad del radical flavonoide formado al donar un atomo de hidrégeno al
radical atacante, la lipofilicidad para ser captados por la membrana y el pH del
medio "¥). Coincidiendo con nuestro estudio los niveles de los GS-NP en la mayor
dosis mostraron bajos niveles comparandolo con el de menor dosis, esto podria
deberse al efecto prooxidante por una sobrecarga de flavonoides y B-carotenos.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

e La administracion del zumo de fruta Spondias Purpurea (ciruela), en la dosis de
1 mL/kg mostro una proteccion en GS-NP sin ser significativo.

e La administracion del zumo de fruta Spondias Purpurea (ciruela), disminuyo el
indice hepatico en el grupo V (Dosis 10 mL/kg).

e De lo observado en el presente estudio de investigacién, se infiere que no hay
suficiente evidencia de que el zumo de fruta Spondias purpurea (ciruela) ejerce
un efecto hepatoprotector en los indicadores anteriormente mencionados bajo
las mismas condiciones del trabajo.

RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar cuantificacién de la actividad enzimatica de: SOD, CAT
yde las ALT Y AST, Albumina.

e Estudiar los aspectos técnicos y productivos del zumo de fruta Spondias
purpurea (ciruela) para su potencial uso terapéutico.

e Evaluar la toxicidad del zumo de Spondias purpurea (ciruela) a dosis altas.
e Evaluar a dosis mas baja, con las mismas condiciones del estudio.

¢ Identificacién de los compuestos bioactivos de la Spondias purpurea (ciruela)
para futuras investigaciones.

e Lacantidad maxima recomendada de Spondias purpurea (ciruela) es de 10
unidades diarias para evitar un efecto pro oxidante.
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ANEXOS

Figura N° 1: (I) Estructura moderadamente alterada, vasos sanguineos con apariencia normal,
hepatocitos con algunos nucleos pignéticos. (ll) espacio de Kiev y conductos biliares casi
obstruidos, presentan venas y arterias congestivas, nudcleos pignéticos y pulvurulentos y algunos
en via de coagulacion. (lll) Estructura alterada y muy irregular, congestién y microabscesos, con
una ligera presencia de células de kupffer, conductos bibliares de aspecto normal, hepatocitos con
ndcleos pulverulentos y pignéticos. (V) Estructura muy alterada en algunos casos ya en higado
graso, con presencia de algunos conductos biliares. (V) Estructura con un desorden total, en
algunas partes va a necrosis, hepatocitos pulverulentos con gran cantidad de células espumosas,
ausencia de nucleos.
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Figura 2. Ciruela (Spondias purpurea)
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Figura 3: Flujograma de la obtencion del zumo de Spondias purpurea
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Figura 4: Distribucion de los grupos y tratamiento.
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Concluido el tratamiento los animales tuvieron un ayuno de 24h. Luego a tempranas horas
fueron anestesiadas con pentobarbital sodico 26 mg/ke. Viaintraperitoneal , luego se realizo
laparotomia para extraer el higado.

Pruebas bioquimicos Ind‘i:ad'n.res
morfologicos
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